




























Aβ; amyloid beta 
ABC; ATP-binding cassette 
AD; Alzheimer’s disease  
ANOVA; analysis of variance 
BBB; blood-brain barrier 
bFGF; basic fibroblast growth factor 
BSA; bovine serum albumin 
CE-TOFMS; capillary electrophoresis-time of flight mass spectrometry 
cGMP; cyclic guanosine monophosphate  
CNS; Central nervous system  
CTP; cytidine triphosphate 
dATP; deoxyadenosine triphosphate 
dCTP; deoxycytidine triphosphate 
DHA; docosahexaenoic acid 
EAAT; excitatory amino acid transporter 
EBM-2; endothelial basal medium-2 
ECF; extracellular fluid 
EPA; eicosapentaenoic acid 
FAT; fatty acid translocase  
FATP1; fatty acid transport protein 1 
 
 
FATP4; fatty acid transport protein 4 
FABP5; fatty acid binding protein 5 
FITC; Fluorescein Isothiocyanate 
GABA; γ-aminobutyric acid 
GAT; GABA transporter 
Gln; Glutamine 
GLUT1; glucose transporter 1 
GLUT4; glucose transporter 4 
GMP; guanosine 5’-monophosphate 
hCMEC/D3; human cerebral microvascular endothelial cell line 
HEK; human embryonic kidney 
HPLC; high-performance liquid chromatography 
LC-MS/MS; liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LC-TOFMS; liquid chromatography–time of flight mass spectrometry 
LRP; lipoprotein receptor-related protein  
MMP; Matrix metalloproteinase 
MRM; multiple reaction monitoring 
NAA; N-Acetylaspartic acid 
NO; nitric oxide  
NPD1; Neuroprotectin D1 




P-gp; P-glycoprotein  
PI3K; Phosphoinositide 3-kinase 
QTAP; quantitative targeted absolute proteomic 
RAGE; receptor for advanced glycation end-products  
RT-PCR; Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
SLC; solute carrier 
SMVT; Na+-dependent multivitamin transporter  
SRM; selected reaction monitoring  
TauT; Taurine transporter 
TBST; Tween-20 in Tris-buffered saline  
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径は5–10 μmほどである(Pardridge 1997)。しかし、その全長は約650 km、表面積は12 m2で
あり、脳毛細血管は脳内に張りめぐらされている(Pardridge 1997)。これは脳毛細血管と脳組織
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et al. 2015)。また、DHAが脳でリン脂質に組み込まれた後に、phospholipase A2によってリン
脂質より切り出されて生成されるNeuroprotectin D1 (NPD1)もneurotrophicの修復、脳細胞の
恒常性の維持、抗アポトーシス作用、抗炎症シグナル作用を示す(Hong et al. 2003, Marcheselli 
et al. 2003, Woodman et al. 2003, Zhao et al. 2011)。脳内の海馬など様々 な部位でfree体とリン
脂質に含まれるDHAやNPD1の低下が神経変性疾患であるアルツハイマー病(Alzheimer’s 
disease; AD)の発症と関連している(Astarita et al. 2010, Zhao et al. 2011)。ADモデルマウスに
DHAやNPD1を摂取させることで空間記憶の改善が報告されており、DHAはCNSを維持す
るのに重要な役割を果たしていると考えられる(Catalan et al. 2002, Hashimoto et al. 2005, Hong 
et al. 2003, Hooijmans et al. 2009, Lim et al. 2005, Marcheselli et al. 2003, Woodman et al. 2003, 
Zhao et al. 2011)。神経変性疾患であるADはneurofibrillary tangle、老人斑、Amyloid β (Aβ)の
蓄積を特徴とする認知症である(Poeck et al. 2012, Selkoe 2001)。ADの発症の原因は部分的に
しか分かっていないが、その原因の一つとしてアミロイド経路仮説があるよく知られている
(Hardy & Selkoe 2002, Selkoe 1993)。アミロイドタンパク質前駆体から切断されたAβ1–40と
Aβ1–42ペプチドが脳において不溶化タンパク質として脳実質、皮質と海馬に凝集し、細胞死を
引き起こすと言われている(Hardy & Selkoe 2002)。ADモデルマウスを使った研究から、BBB
でDHA透過量が減少し(Calon 2011)、脳毛細血管ではAβ1–40とAβ1–42ペプチドが蓄積するこ
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とで、BBBの機能破綻が起こることが報告されている(Clifford et al. 2007)。AD患者の脳毛細血
管の破綻には、タイトジャンクション関連分子であるOccludin、受容体であるreceptor for 
advanced glycation end-products (RAGE)、lipoprotein receptor-related protein (LRP) 1、LRP2、
トランスポーターであるExcitatory Amino Acid Transporter (EAAT)1、EAAT2、EAAT3、
glucose transporter 1 (GLUT1)、P-glycoprotein (P-gp)、アポリポ蛋白質Eの遺伝子多型の1つ
であるAPOE4、Matrix metalloproteinase (MMP)であるMMP2、MMP9がADに関連する分子




DHAは食事からの摂取によって脳内量が増加することが報告されている(Su et al. 1999)。ま
た、ラット及びサルにDHA含まない食事を与えると脳内DHA量が減少し、認知症と同様の症






のDHAを含む(Calon 2011, Connor et al. 1990, Innis 2007, O'Brien et al. 1964)。したがって、
DHAはBBBを介して越えて脳内に活発に取り込まれると考えられている(Rapoport 2001, 
Rapoport et al. 2007)。これらのことから、私は、血液から脳内へのDHA供給のメカニズムを










Figure 1-1 Mechanism of the supply of DHA across the BBB from blood to brain 
The influx transport of DHA consists of three steps: (i) uptake of DHA from blood into endothelial cells across the luminal 




他のリゾリン脂質に組み込まれたリポプロテインとして存在する(Chen et al. 2015)。非エステ
ル体及びlysophosphatidylcholine–DHAが血液から血液脳関門を介して取り込まれることが報
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す可能性があることから(Gazzah et al. 1995)、非エステルDHAのluminal側における血液から
DHAの内皮細胞への取り込みも重要であると考えられる。しかし、そのメカニズムは明らかに
なっていない。luminal側からabluminal側への細胞内輸送として、Fatty acid binding protein 5 
(FABP5)がDHAと結合し、脳毛細血管内皮細胞のluminal側からabluminal側への細胞内輸送







神経保護作用をもつ(Boldyrev et al. 1999, French et al. 1986, Matsumoto et al. 1996)。脳内にお
けるtaurineの欠乏は脳内の細胞分化と遊走を遅滞させ、てんかん発作、不安、多動を引き起こ
すことが報告されている(Jin et al. 2005)。これらの報告から、taurineは神経生成に重要な物質
であると言える(Ripps & Shen 2012)。taurineは血液から脳に濃縮的に取り込まれることが報告
されており、BBBを透過すると考えられている(Stapleton et al. 1997)。BBBを介した輸送に
は、BBBに発現するTaurine transporter (TauT/SLC6A6)が存在する。マウスの脳において、
TauTはNa+-Cl--共輸送によってtaurineを輸送することが明らかになっている(Kang et al. 
2002)。しかし、当研究室のLC-MS/MSを用いた解析では、マウス脳毛細血管のTauTは 3.8 
fmol/μg proteinであるのに対し、ヒト脳毛細血管ではTauTは定量下限(0.077 fmol/μg protein)以
下であり、その発現量はマウスに比べておよそ50倍以下であることが当研究室のLC-MS/MS
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を用いた研究から報告されている(Uchida et al. 2011)。このことから、ヒトにおいてluminal膜
を介した血液から脳毛細血管内皮細胞への取り込みには別の担体が関与している可能性があ
る。さらに脳毛細血管内皮細胞からabluminal膜を介した排出のメカニズムは明らかになって
いない。また、insulin静脈内投与によって大脳皮質中のtaurineが増加しており(Guyot et al. 





(Spector & Johanson 2007)、その脳内の欠乏は神経障害に関連する(Ozand et al. 1998)。Biotin-
responsive basal ganglia diseaseは、眼球障害、発作、および混乱が症状として現れる神経系
に影響を与える疾患であり、しばしば発熱性疾患によって引き起こされ、一時的な脳症として
特徴付けられている(Ozand et al. 1998)。SLC19A3(Thiamine transporter 2)の遺伝子変異はこの
疾患と関連しており、治療としてbiotinが投与されており、この疾患を改善するためにbiotin
を大量に投与することが示唆されている(Zeng et al. 2005)。SLC19A3遺伝子の突然変異は患者
のbiotinの輸送を減少させ、血液から脳へのbiotinの取り込みを減少させると考えられている
(Zeng et al. 2005)。biotin自体には神経保護作用は無いと考えられているが、biotinは脳におい
てcyclic guanosine monophosphate (cGMP)の産生を促進する(McCarty & DiNicolantonio 
2017)。脳内のcGMPが増加するとnitric oxide(NO)-cGMP signalingが活性化し、NO-cGMP 
signalingが脳内のAβの産生が抑制する(McCarty & DiNicolantonio 2017)。これらのことから、
biotinは間接的に脳内のAβの産生を抑制し、AD発症を予防をするという仮説が提唱されてい
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る(McCarty & DiNicolantonio 2017)。当研究室の内田らの研究により、biotinはBBBのluminal
膜に局在するNa+-dependent multivitamin transporter (SMVT/SLC5A6)を介して血液から脳の毛








子の総称であり、ATP-binding cassette (ABC)トランスポーターとsolute carrier (SLC) 
transporterトランスポーターの2つに大別される(Hediger et al. 2013)。ABCトランスポーター
はATPの加水分解によって生じるエネルギーを駆動力としイオン濃度勾配に逆らった一次能動
輸送を行い、SLCトランスポーターはNa+、H+、カルボン酸などのイオン濃度勾配を駆動力す
る二次輸送を行う(Hediger et al. 2013)。これらトランスポーターがDHA、taurine、biotinの脳
内量を決定づける因子になっている可能性が考えられる。当研究室のliquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) multiple reaction monitoring (MRM) modeを用いた定
量標的プロテオミクス(quantitative targeted absolute proteomic (QTAP) analysis)においても、単
離ヒト脳毛細血管においてfatty acid transport protein 1 (FATP1)/SLC27A1がタンパク質レベル
で発現していることが報告されている(Kubo et al. 2015, Shawahna et al. 2011, Uchida et al. 
2014)。FATP1は、炭素数12以上22以下の長鎖脂肪酸及び炭素数23以上の極長鎖脂肪酸を
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輸送するトランスポーターであるSLC27A familyに属している(Martin et al. 2000)。FATP1遺伝
子は、ヒト染色体19p13.1領域に位置し、646アミノ酸残基からなる1回膜貫通型膜タンパク
質である(Martin et al. 2000)。アミノ酸残基1 - 190は細胞膜貫通ドメイン、アミノ酸残基258 - 
475は細胞膜結合部位、アミノ酸残基191 - 257と476 - 646はサイトゾルに存在している
(Lewis et al. 2001)。ヒトの各臓器におけるmRNAレベルの発現解析では、脂肪組織、骨格
筋、心臓で強発現し、脳、胎盤、膵臓、腎、肺で中程度の発現が報告されている(Doege & 
Stahl 2006)。FATP1はoleic acid、palmitic acid、lignoceric acid、myristic acidをといった長鎖
脂肪酸を細胞内に輸送することが報告されており(Holloway et al. 2011, Mitchell et al. 2009, 
Mitchell et al. 2011)、ヒト脳脳毛細血管における輸送方向性について、ヒト脳毛細血管初代培養
細胞においてFATP1がoleic acidをluminal側からabluminal側とabluminal側からluminal側
の両方向へ輸送に関与し、myristic acidとpalmitic acidをluminal側からabluminal側の方向に








が増加し(Stahl et al. 2002)、免疫組織学的解析からFATP1の細胞膜におけるタンパク発現量は
増加し、細胞内小胞の発現量は減少することが報告されている(Wu et al. 2006)。これらのこと



















報告されているfatty acid transport protein 1 (FATP1)/SLC27A1は脂肪酸を輸送するトランスポ
ーターであり、脂肪酸のDHAを輸送する可能性が考えられる。FATP1は脳以外の組織で
insulinによってその細胞内局在と輸送活性が変動するが、脳毛細血管においても同様に変動す















る FATP1の局在性を把握することは重要であるため、FATP1 の BBBに
おける局在を免疫学組織学的に証明すること 




の原因の一つと考えられている Aβが BBBの FAPT1の機能を変動させ
るか明らかにすること 




Figure 1-2 Hypothesis of this study 
 



















よりヒト胎児由来腎臓細胞株であるhuman embryonic kidney (HEK) 293細胞を宿主細胞とし
て構築したFATP1発現細胞株 (Aizawa S., Master thesis, 2010)を使うことにした。このFATP1
安定発現株が細胞膜トランスポーターの輸送機能を評価するのに適切な系か確認するため、
FATP1の発現、細胞内局在及び輸送機能評価を行った。 




HEK293細胞及びmock HEK293細胞のwhole cell lysate画分において、抗FATP1抗体を用い




Figure 2-1 Western blot analysis of FATP1 in FATP1-expressing and mock HEK293 cells.  
Western blot analysis of FATP1 in whole cell lysate fraction of FATP1-expressing HEK293 cells and empty vector-
transfected (mock) HEK293 cells was performed from a single cell preparation. The protein expression levels of FATP1 in 
FATP1-expressing HEK293 cells and mock HEK293 cells were determined by western blot analysis. Western blot analysis 






察され、核(red)周囲にFATP1の染色蛍光が観察された(Figure 2-2, iii)。一方、mock HEK293細
胞では、FATP1の染色蛍光(green)は細胞膜上に観察されなかった(Figure 2-2, vi)。 
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Figure 2-2 Immunostaining of FATP1 and Nuclei in FATP1-expressing and mock HEK293 
cell 
Immunostaining for FATP1 and nuclei. in FATP1-expressing HEK293 cells and empty vector-transfected (mock) HEK293 
cells were performed. (i, ii, iii) FATP1-expressing HEK293 cells , (iv, v, vi) mock HEK293 cells. PI was used as a nuclear 
marker. (i, iv) FATP1 (green), (ii, v) nuclei (red), (iii, vi) merged image of FATP1 and nuclear staining (yellow). Magnification x 




ある[3H]-oleic acidの取り込み実験を行った(Figure 2-3)。[3H]-oleic acidを含むトレーサー溶液に
[14C]-inulinを加え、各wellの付着水の評価実験を行った。[3H]-oleic acidの取り込み量は、[3H]-
oleic acidのcell/medium ratioから[14C]-inulinのCell/Medium ratioを差し引いた値で評価した。取り
込み時間は5 min、10 min及び15 minに設定した。FATP1発現HEK293細胞において、[3H]-oleic 
acidのcell/medium ratioは経時的に増加し、全ての時間においてmock HEK293細胞と比較して
有意に増加した(P<0.001)。 




Figure 2-3 Uptake of [3H]-oleic acid. of FATP1 protein in FATP1-expressing and mock 
HEK293 cells.  
FATP1-expressing HEK293 cells and empty vector-transfected (mock) HEK293 cells were incubated at 37°C for 5, 10 and 
15 min in the uptake medium containing 20 nM [3H]-oleic acid, [14C]-inulin 0.0366 μCi/well and fatty acid free-BSA ([3H]-oleic 
acid / fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio). Four cell preparations were used in each time points. The uptake amounts into 
FATP1-expressing (FATP1, closed circles) and mock (open circles) HEK293 cells of [3H]-oleic acid and [14C]-inulin were 
expressed as cell/medium ratio (μL/mg protein), which was calculated by dividing the uptake amount (mol) by the 
concentration of substrate in the incubation buffer (mol/μL) and the protein amount of cells (mg protein). [14C]-Inulin was used 
to estimate the volume of adhering water. The uptake amount of [3H]-oleic acid was calculated from the Cell/Medium ratio of 
[3H]-oleic acid minus the Cell/Medium ratio of [14C]-inulin. Each point represents the mean ± SEM (n=4, independent cells). 
*** p <0.001, significantly different from mock HEK293 cells (Student’s t-test). 
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Figure 2-4 Uptake of [14C]-DHA by FATP1-expressing and mock HEK293 cells.  
The uptake of 618 nM [14C]-DHA in ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA / fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar 
ratio) into FATP1-expressing (FATP1, closed circles) and empty vector-transfected (mock, open circles) HEK293 cells at 
37°C for 5 min and 30 min was measured. Four cell preparations were used in each time points. Uptake was expressed as 
the cell/medium ratio (μL/mg protein), calculated by dividing the cellular uptake (mol/mg of protein) by the test substrate 
concentration in the uptake medium (mol/L). Each point represents the mean ± SEM (n=4, independent cells.). *** p<0.001, 






ratioからmock HEK293細胞のCell/Medium ratioを差し引いた値であるFATP1-dependent 
transportで比較した(Figure 2-5)。[14C]-DHAのFATP1-dependent transportは2 mM oleic acid
を加えることで79%減少し、有意な差があった(P<0.001)。 
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Figure 2-5 Inhibitor effect of oleic acid on uptake of [14C]-DHA by FATP1-expressing and 
mock HEK293 cells.  
The uptake of [14C]-DHA from a solution of 980 nM [14C]-DHA in ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA / fatty 
acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) at 37°C for 30 min was measured in the absence (control, open column) and in the 
presence of 2 mM oleic acid (closed column). Four cell preparations were used in each group. The transport amount via 
FATP1 was expressed as FATP1-dependent transport, which was calculated as the Cell/Medium ratio (μL/mg protein) of 
FATP1-expressing HEK293 cells minus the Cell/Medium ratio (μL/mg protein) of mock HEK293 cells. Each column 
represents the mean ± SEM. The SEM was calculated according to the law of propagation of error (n=8, independent 




に、ヒト不死化脳毛細血管内皮細胞株human cerebral microvascular endothelial cell line 
(hCMEC/D3)細胞を用いることにした。hCMEC/D3細胞はヒト脳毛細血管に存在する血管内皮
細胞マーカーやタイトジャンクション関連分子を発現しており、物質透過制限性を持つ。構造
的にBBBモデル細胞として有用であると知られている(Weksler et al. 2005)。hCMEC/D3細胞の
mRNA発現はヒト単離脳毛細血管と似たパターンを示し(Carl et al. 2010, Dauchy et al. 2009)、
当研究室のLC-MS/MS MRM modeを用いたQTAP analysisから、hCMEC/D3細胞における代謝
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酵素、トランスポーター及び受容体の発現量はヒトbrain capillary画分での発現量と比較して大
きな差はないことが示されている(Ohtsuki et al. 2013)。また、当研究室の相澤三四郎氏の研究
から、hCMEC/D3細胞でFATP1がmRNAレベルで発現することが既に確認されている(Aizawa 







胞内時間依存性取り込み実験を行った(Figure 2-6)。取り込み時間は0 sec、10 sec、30 sec、1 
min、3 min、5 min及び15 minで行った。[14C]-DHAの細胞内取り込み量は、取り込み時間5 min





Figure 2-6 Uptake of [14C]-DHA and [3H]-oleic acid by hCMEC/D3 cell line.  
The uptake of [14C]-DHA from a solution of 235 nM [14C]-DHA in ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA / fatty 
acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) into hCMEC/D3 cells at 37°C for 0 sec, 10 sec, 30 sec, 1 min, 3 min, 5 min, and 15 min 
was measured. Four cell preparations were used in each time points. Uptake was expressed as the cell/medium ratio 
(μL/mg protein), calculated by dividing the cellular uptake amount (mol/mg of protein) by the test substrate concentration in 
the uptake medium (mol/L). Each point and column represent the mean ± SEM (n=4, independent cells).  
 











Figure 2-7 Inhibitor effect of DHA (A) oleic acid (B) on uptake of [14C]-DHA by hCMEC/D3 
cell line. 
(A) The uptake of [14C]-DHA from a solution of 266 nM [14C]-DHA in ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA / 
fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) at 37°C for 5 min was measured in the absence (control, open column) and in the 
presence of 1 mM unlabeled DHA (closed column). (B) The uptake of [14C]-DHA from a solution of 266 nM [14C]-DHA in 
ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA / fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) at 37°C for 5 min was 
measured in the absence (control, open column) and in the presence of 1 mM oleic acid (closed column). Uptake was 
expressed as the cell/medium ratio (μL/mg protein), calculated by dividing the cellular uptake amount (mol/mg of protein) by 
the test substrate concentration in the uptake medium (mol/L). Four cell preparations were used in each group The uptake 
is shown as percent of the Cell/Medium ratio in the control group. Each point and column represent the mean ± SEM (n=4, 
independent cells). *** p < 0.001, significantly different from the control group (Student’s t-test). 
 










Figure 2-8 Inhibitor effect of DHA on uptake of [3H]-oleic acid by hCMEC/D3 cell line. 
The uptake of [3H]-oleic acid from a solution of 1.02 nM [3H]-oleic acid in ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([3H]-oleic 
acid / fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) at 37°C for 1 min was measured in the absence (control, open column) and in 
the presence of 1 mM DHA (closed column). Four cell preparations were used in each group. Uptake was expressed as 
the cell/medium ratio (μL/mg protein), calculated by dividing the cellular uptake amount (mol/mg of protein) by the test 
substrate concentration in the uptake medium (mol/L). The uptake is shown as percent of the C/M ratio in the control group. 
Each point and column represent the mean ± SEM (n=4, independent cells). ** p < 0.01, significantly different from the 
control group (Student’s t-test). 
 











Invitrogenから購入したStealth™ Selected RNAiを用い、FATP1-siRNA群とした。Negative 
controlとしてFATP1を標的としたsiRNA を同じGC含有率であるnegative control medium 
GC duplex #3を用い、negative control siRNA群とした。hCMEC/D3細胞にヒトFATP1標的
siRNAもしくはnegative control medium GC duplex #3を処理し、mRNAを抽出し、逆転写反
応によりcDNAを作製した。Power SYBR greenを蛍光試薬に用いて、FATP1とβ-actinの定
量RT-PCRを行った。hCMEC/D3細胞におけるFATP1のmRNA量はβ-actinで補正した
(Figure 2-9)。FATP1-siRNA群のFATP1のmRNA量は、negative control siRNA群と比較して
46.2%減少し、有意な差があった(p<0.001)。 
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Figure 2-9 Effect of FATP1-siRNA treatment on mRNA levels of FATP1 in hCMEC/D3 cell 
line.  
hCMEC/D3 cells were treated with 25 nM siRNA targeted to FATP1 (FATP1 siRNA) or 25 nM Stealth RNAiTM siRNA 
Negative Control Med GC Duplex (Negative control siRNA) using Lipofectamine RNAiMAX for 6 h, then cultured for 42 h 
after replacement of the medium with fresh medium, and used for the experiments. The mRNA expression level of FATP1 
normalized by that of β-actin in hCMEC/D3 cells treated with negative control siRNA (open column) or FATP1 siRNA 
(closed column). Three cell preparations were used in each group. Each column represents the mean ± SEM (n=3, 





hCMEC/D3細胞のwhole cell lysate画分において、FATP1とβ-actinのwestern blotを行った
(Figure 2-10)。その結果、FATP1とβ-actinがそれぞれの目的サイズ(71 kDa、42 kDa)にバンド
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Figure 2-10 Effect of FATP1-siRNA treatment on protein expression levels of FATP1 in 
hCMEC/D3 cell line.  
hCMEC/D3 cells were treated with 25 nM siRNA targeted to FATP1 (FATP1 siRNA) or 25 nM Stealth RNAiTM siRNA 
Negative Control Med GC Duplex (Negative control siRNA) using Lipofectamine RNAiMAX for 6 h, then cultured for 42 h 
after replacement of the medium with fresh medium, and used for the experiments. (A) Western blot analysis of FATP1 and 
β-actin in whole-cell fraction from a single cell preparation. The protein expression levels of FATP1 and β-actin in 
hCMEC/D3 cells were determined by western blot analysis. Western blot analysis was performed at 1 time. (B) The protein 
level of FATP1 was measured by densitometry and normalized by that of β-actin. The relative band intensities of FATP1/β-
actin in hCMEC/D3 cells treated with negative control siRNA (open column) or FATP1 siRNA (closed column) are shown 







(Figure 2-11)。FATP1-siRNA処理群で取り込み時間5 min及び20 minの [14C]-DHAの取り込みは
negative control siRNA群と比べてそれぞれ、31.5%及び38.9%に減少し、それぞれ有意な差が
あった(p<0.01)。取り込み時間5 min及び20 minにおけるDHAの取り込み量の減少率(31.5%及






Figure 2-11 Effect of FATP1-siRNA treatment on uptake of [14C]-DHA in hCMEC/D3 cell 
line.  
hCMEC/D3 cells were treated with 25 nM siRNA targeted to FATP1 (FATP1 siRNA) or 25 nM Stealth RNAiTM siRNA 
Negative Control Med GC Duplex (Negative control siRNA) using Lipofectamine RNAiMAX for 6 h, then cultured for 42 h 
after replacement of the medium with fresh medium, and used for the experiments. The uptake of [14C]-DHA from a solution 
of 266 nM [14C]-DHA containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA / fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) was measured at 
37°C for 5 min and 20 min, using hCMEC/D3 cells treated with negative control siRNA (open circles) or FATP1 siRNA 
(closed circles). Four cell preparations were used in each time points. Uptake was expressed as the cell/medium ratio 
(μL/mg protein), calculated by dividing the cellular (mol/mg of protein) by the test substrate concentration in the uptake 
medium (mol/L). Each point represents the mean ± SEM (n=4, independent cells). *p < 0.05 and **p < 0.01, significantly 
different from the negative control siRNA group (Student’s t-test). 
 












FATP1の蛍光が確認された。50 nM insulinを処理した細胞(50 nM insulin群)は、insulin未処理し
た細胞(control群)と比べ、細胞表面におけるFATP1のimmunoreactivityを増強させた(Figure 2-
12 iii, vi, green)。 




Figure 2-12 Effect of insulin on localization of FATP1 in hCMEC/D3 cell line.  
hCMEC/D3 cells were preincubated in EBM-2 medium without (control) and with 50 nM insulin at 37°C for 30 min, and 
immediately rinsed with PBS and immunostained for FATP1 and nuclei. (i, ii, iii) without insulin treatment (control), (iv, v, vi) 
with 50 nM insulin treatment. PI was used as a nuclear marker. (i, iv) FATP1 (green), (ii, v) nuclei (red), (iii, vi) merged image 








かにすることにした。insulin未処理(control群)とinsulin 50 nM処理したhCMEC/D3細胞(insulin 
50 nM群)のwhole cell lysate画分及びcrude membrane画分及びplasma membrane画分を調製
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し、LC-MS/MS MRM modeを用いてFATP1の絶対定量を行った(Table 1)。FATP1ペプチドに




Table 1 QTAP analysis of FATP1 protein expression in different fractions of hCMEC/D3 
cells without and with 50 nM insulin treatment for 30 min. 
Fraction 
 Protein expression level of FATP1 
Expression 
ratio (insulin/control) 
 Control 50 nM insulin  
  fmol/μg protein  
whole cell  4.87 5.32 1.09 
crude membrane  3.45 0.965 0.280 
plasma membrane  2.29 4.60 2.01 
hCMEC/D3 cells were cultured for 6 days in φ10 cm dishes, and then preincubated in EBM-2 medium without (control) or 
with 50 nM insulin at 37°C for 30 min. The cell surface was quickly washed with PBS without insulin, and whole-cell fraction, 
crude membrane fraction and plasma membrane fraction from a single cell preparation were prepared as described in 
“chapter 6-3”. The protein expression of FATP1 was quantified by means of our established QTAP technique. Three 
fractions (50 μg protein each) of hCMEC/D3 cells were solubilized and digested with LysC and trypsin as described in 
“chapter 6-5”. Peptide samples spiked with the internal standard peptide were injected into the liquid chromatograph–
tandem mass spectrometer. Measurement was performed as described in “chapter 6-5”. Human FATP1 was measured 
using the peptides and selected reaction monitoring (SRM) transitions as described in “chapter 6-5”. FATP1 was monitored 
with four sets of SRM transitions derived from one set of standard and internal standard peptide as described in “chapter 6-
5”. Signal peaks with a peak area count of over 5000 detected at the same retention time as an internal standard peptide 
were defined as positive. The positive peak was detected in two SRM transitions. Each value represents the mean of 
quantitative values obtained from two SRM transitions. 
 
 





の取り込みにおける影響を評価した(Figure 2-13)。hCMEC/D3細胞に50 nMもしくは5 μM 
insulinを含む培地(50 nM insulin群、5 μM insulin群)もしくは含まない培地(control群)で30 minプ
レインキュベーションし、培地を除いて取り込み実験に用いた。取り込み時間は5 minで行っ
た。50 nM insulin群及び5 μM insulin群によって[14C]-DHAの細胞内取り込みはcontrol群と比べて
それぞれ1.55倍、1.92倍に高く、5 μM insulin前処置では有意な差があった (p<0.01) (Figure 2-
13A)。一方、50 nM insulin群及び5 μM insulin群では、[3H]-oleic acidの細胞内取り込みはcontrol
群と比べてそれぞれ1.16倍、1.27倍高く、5 μM insulin群では有意な差があった(p<0.01) (Figure 
2-13B)。 
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Figure 2-13 Effect of insulin on uptakes of [3H]-oleic acid (A) and [14C]-DHA (B) in 
hCMEC/D3 cell line.  
hCMEC/D3 cells were preincubated in EBM-2 medium without (control, white column) and with 50 nM (gray column) or 5 
μM (closed column) insulin for 30 min at 37°C, then rinsed with ECF buffer at 37°C, and used immediately for uptake 
experiments. The uptake of [14C]-DHA was measured from solutions of 314 nM [14C]-DHA (A) and 20 nM [3H]-oleic acid (B) 
in ECF buffer containing fatty acid free-BSA ([14C]-DHA or [3H]-oleic acid / fatty acid free-BSA at 1 : 1 molar ratio) without 
insulin at 37°C for 5 min. Four cell preparations were used in each group. Uptake was expressed as the Cell/Medium ratio 
(μL/mg protein), which was calculated by dividing the uptake amount (mol) by the concentration of substrate in the 
incubation buffer (mol/μL) and the protein amount of cells (mg protein). Each column represents the mean ± SEM (n=4, 


































濃度が減少した場合に増加し(Rapoport & Igarashi 2009)、膵臓のGPR40を介してinsulin分泌











な神経保護作用を及ぼす(De Felice et al. 2009, Zhao et al. 1999, Zhao & Alkon 2001)。さらに、
脳内のinsulinシグナルの障害はADの発症と関連している(Wang et al. 2010, Holscher 2011)。
実際に、血中insulin濃度の低下はAD病因に関与していると報告されている(Wang et al. 2010, 
Holscher 2011)。食事によるDHAの摂取がADを改善することが報告されており(Hashimoto et 
al. 2005)、AD患者における脳内DHA量は健常人より低い(Celik et al. 2002)。私は、これらの







が主に寄与していることを示したが、そのcell/medium ratio (-2500 μL/mg protein, Fig. 2-6)は、




されている(Sebastián et al. 2009)。ミトコンドリアのFATP1は2- oxoglutarate dehydrogenase
活性を増加させ(Wiczer et al. 2009)、脂肪滴の分配のために小胞体のDiglyceride acyltransferase 
















abluminal膜に局在していることが報告された(Kubo et al. 2015)。しかし、fractionationを用い
た解析ではホモジナイズされた状態での結果であるため、全体の均質特性のみを反映する
(Wang et al. 2010)。そのような結果は、集団の不均一性に関する重要な情報を見逃す可能性が
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ii. 定常状態における FATP1の DHAの輸送方向性を明らかにすること  
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Figure 3-1 Immunohistochemical analysis of FATP1 in C57BL/6 mouse brain sections.  
GLUT1 was used as a brain microvessel marker expressed at both luminal and abluminal membranes of brain 
microvessel endothelial cells. (A) FATP1 (green), 10 x magnification; (B) FATP1 (green), 50 x magnification; (C) GLUT1 
(red), 50 x magnification; (D) Merged image of FATP1 and GLUT1 staining (yellow), 50 x magnification. Scale bar=80 μm 
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1000以上の物質の検出ができる(Soga et al. 2007, Soga et al. 2002, Bonen et al. 2000, Soga & 

















palmitic acid及びlignoceric acidそれ以外の長鎖脂肪酸(pentadecanoic acid、heptadecanoic 
acid、stearic acid、nonadecanoic acid)及び極長鎖脂肪酸(tricosanoic acid、cerotic acid)は、細胞
内量がmock HEK293細胞と比べて低下していた。グリセロリン脂質、スフィンゴシン脂質に






量を比較して、cysteinesulfinic acid、2-Aminoadipic acid、α-Tocopherol、N-Acetylaspartic acid 
(NAA)、glutamine (Gln)、deoxyadenosine triphosphate (dATP)、choline、guanosine 5’-
monophosphate (GMP)、cytidine triphosphate (CTP)、thiaproline、cysteine glutathione 
disulphideがFATP1発現HEK293細胞系でmock HEK293細胞と比べて2倍以上高い値を示し、
dCTPが68倍と最も高かった。γ-aminobutyric acid (GABA)、3-Aminobutyric acid、4-
Nitrophenol、o-Nitrophenol、2-HydroxyestradiolのFATP1発現HEK293細胞での細胞内量は
mock HEK293細胞と比べて0.5倍以下だった。FATP1発現HEK293細胞のtaurineの
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Table 2 Metabolome data of FATP1-expressing and mock HEK293 cells 
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Table 2 Metabolome data of FATP1-expressing and mock HEK293 cells (Continuded) 
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Table 2 Metabolome data of FATP1-expressing and mock HEK293 cells (Continuded) 
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Table 2 Metabolome data of FATP1-expressing and mock HEK293 cells (Continuded) 
 
- 46 - 
 
Table 2 Metabolome data of FATP1-expressing and mock HEK293 cells (Continuded) 
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Table 2 Metabolome data of FATP1-expressing and mock HEK293 cells (Continuded) 
 
FATP1-expressing (FATP1) and empty vector-transfected (mock) HEK293 cells were analyzed with LC-TOFMS and CE-
TOFMS. Analysis was performed from a single cell preparation. Of 1020 metabolites from the HMT databases, 212 
metabolites were detected (above the signal-to noise threshold). The peak areas were normalized to those of the internal 
standards. The resultant relative area values were normalized by the cell count. The differences of intracellular concentration 
between FATP1-expressing and mock HEK293 cells were expressed as the comparative analysis ratio, which was 
calculated by dividing the relative area in FATP1-expressing HEK293 cells by that in mock HEK293 cells (n=1, independent 
cell). * peak was not detected, because peaks were less than threshold relative area of each mode. Then, threshold relative 
area in each mode was set as relative area to estimate comparative analysis ratio. 
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Figure 3-2 Uptake of [3H]-taurine by FATP1-expressing and mock HEK293 cells.  
(A) The uptake of [3H]-taurine from 34.3 nM [3H]-taurine-containing medium into FATP1-expressing (FATP1, closed circles) 
and empty vector-transfected (mock, open circles) HEK293 cells at 37°C for 1, 5 and 30 min was measured. Four cell 
preparations were used in each time points. Uptake was expressed as the cell/medium ratio (μL/mg protein), calculated by 
dividing the cellular uptake (mol/mg of protein) by the test substrate concentration in the uptake medium (mol/L). Each point 
and column represent the mean ± SEM (n=3-4, independent cells). **p < 0.01 and ***p < 0.001, significantly different from 






加した(P<0.01) (figure 3-3A)。 
取り込み実験でbiotinの排出方向の輸送が評価できなかったため、続いて、FATP1がbiotinを
排出方向に基質するか明らかにするために、biotinを細胞内に蓄積させた条件で排出実験を行っ
た (figure 3-3B)。排出実験はpulse periodを30 min、chase periodを1 min、5 min、15 min及び
30 minで実施した。chase period 1~30 minでmock HEK293細胞の細胞内[3H]-biotinは、ほぼ変
化しなかったのに対し、FATP1発現HEK293細胞では経時的に減少し、chase periodを5 min、
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15 min及び30 min mock HEK293細胞よりも低い値を示し、有意な差があった(p<0.01又は
p<0.001) (figure 3-3B)。 
 
 
Figure 3-3 Uptake (A) and efflux (B) of [3H]-biotin by FATP1-expressing and mock HEK293 
cells.  
(A) The uptake of [3H]-biotin from 13.0 nM [3H]-biotin-containing medium into FATP1-expressing (FATP1, closed column) 
and mock (open column) HEK293 cells at 37°C for 5 min was measured. Four cell preparations were used in each group. 
Uptake was expressed as the cell/medium ratio (μL/mg protein), calculated by dividing the cellular uptake (mol/mg of 
protein) by the test substrate concentration in the uptake medium (mol/L). (B) Cells were preloaded with ice-cold ECF buffer 
containing 5.64 nM [3H]-biotin for 30 min at 4°C (pulse period), quickly rinsed twice with ice-cold ECF buffer, and incubated 
with ECF buffer without [3H]-biotin at 37°C for 1, 5, 15, 30 min at 37°C. The radioactivity of [3H]-biotin in FATP1-expressing 
(FATP1, closed circles) and mock (open circles) HEK293 cells was measured. Four cell preparations were used in each 
time points. Efflux was expressed as the remaining amount of [3H]-biotin in cells (μL/mg protein), which was calculated by 
dividing the amount of [3H]-biotin left in cells (mol) by the concentration of [3H]-biotin in the preincubation buffer at the pulse 
period (mol/μL) and the protein amount of cells (mg protein). Each point and column represent the mean ± SEM (n=3-4, 















acidの輸送があることを確認するため、self-inhibition群として1 mM 非標識oleic acidを阻害
剤として用いた。time courseは5 minに設定した。阻害剤に用いた8化合物(glutamine、
cysteinesulfinic acid、2-aminoadipic acid、4-Thiazolidine carboxylic acid、NAA、CTP、α-
tocopherol、GABA)の濃度は1 mMに設定した。残り3化合物(dCTP、dATP、CTP)は、1 mM
では均一な溶液を調製できなかったことから、500 μMに設定した(Figure 3-4)。FATP1発現
HEK293細胞の[3H]-oleic acidのCell/Medium ratioからmock HEK293細胞のcell/medium ratio
を引いた値であるFATP1依存輸送量(FATP1-dependent transport)についてcontrol群のFATP1-
depentent transportを100%として阻害剤の効果を評価した(Figure 2-10. B)。1 mM非標識
oleic acidを加えることで、そのFATP1-dependent transportは阻害剤非添加群(control群)と比
べて78.0%減少した。cysteinesulfinic acid、2-aminoadipic acid、NAA、GABAは、FATP1発










Figure 3-4. Uptake of [3H]-oleic acid in FATP1 expressing and mock HEK293 cells. 
Uptake of [3H]-oleic acid by FATP1-expressing and mock human embryonic kidney (HEK)293 cells. The uptake of [3H]-
oleic acid from a solution of 1.311 nM [3H]-oleic acid in ECF buffer containing fatty acid-free BSA ([3H]-oleic acid /fatty acid 
free-BSA at 1 : 1 molar ratio) at 37°C for 30 min was measured in the absence (control, open column) and in the presence 
inhibitors (closed column). The concentration of dCTP, dATP and CTP which were inhibitors were 0.5 mM and the 
concentrations of the others were 1 mM. Eight cell preparations were used in each time points. The transport amount via 
FATP1 was expressed as FATP1-dependent transport, which was calculated as the Cell/Medium ratio (μL/mg protein) of 
FATP1-expressing HEK293 cells minus the Cell/Medium ratio (μL/mg protein) of mock HEK293 cells. Each column 
represents the mean ± SEM. The SEM was calculated according to the law of propagation of error (n=8, independent 
cells). As for treatment of cysteinesulfinic acid, 2-aminoadipic acid, 4-Thiazolidincarboxylic acid and GABA, values (the mean 








































2.08 fmol/μg proteinであり(Shawahna et al. 2011)、第2章第6節で私が報告したhCMEC/D3












dependent transportの阻害効果が50%以下だった化合物Glutamine、4-Thiazolidine carboxylic 
acid、dATP、dCTP、CTP、GMP、α-tocopherolはFATP1の輸送基質である可能性は低いと








Cysteinesulfinic acid、2-aminoadipic acid、NAA、GABAの脳における重要性 
リジン代謝物である2-aminoadipic acidは脳で後シナプス刺激性アミノ酸受容体アゴニス
ト、興奮性毒、グリア毒として作用する(Wu et al. 1995)。2-aminoadipic acidは
Cysteine/glutamate transporter (CCBR1/xCT:SLC7A11)の基質であり、細胞内のglutamateと交
換輸送をすることで細胞内に取り込まれる(McBean 2002)。xCTはhCMEC/D3とマウス脳毛
細血管モデル細胞において発現しており(Boldyrev et al. 1999, Carl et al. 2010)、BBBで血中か
ら脳内への2-Aminoadipic acid輸送に関与していることが示唆される。また、Brain sliceを用
いた実験により、2-aminoadipic acidはasparate、glutamate、GABAの脳からの排出を阻害す





 NAAはヒトの脳でglutamineに続いて2番目にrichなアミノ酸であり(Tallan et al. 1956) 、NAA
は浸透圧ストレスに対して神経保護作用を持つ(Taylor et al. 1995)。脳内におけるNAAの異常蓄
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積はCanavan’s diseaseを引き起こす(Matalon et al. 1989, Matalon et al. 1988)。Canavan’s 
diseaseは常染色体劣性疾患であり、NAAを変換する酵素の欠損によって脳内のNAAが蓄積
し、胎児において精神遅滞、脳白室のスポンジ変性を引き起こす難病である(Matalon et al. 





り(Reynolds et al. 1990)、さらに、AD、パーキンソン病、ハンチントン病及びてんかんなどの
脳機能の異常はGABAシステムの異常に依る可能性がある(Takanaga et al. 2001)。GABAは
BBBを介して脳内から排出されていることから、BBBに発現するGABAを輸送するトランスポ
ーターは脳内GABAの恒常性維持に重要な役割を担っている可能性が高い(Kakee et al. 2001)。
GABAを輸送するトランスポーター(GABA transporter: GAT)は3つのサブタイプが存在し、その
中で、GAT2/SLC6A13が、GABAを毛細血管内皮細胞内に取り込み、脳からの排出に関与して
いることがマウスBBBモデル細胞を用いた解析により示されている(Kakee et al. 2001)。当研究
室のLC-MS/MSを用いた絶対定量解析では、ヒト脳毛細血管画分ではGAT2は定量限界以下で
あり、タンパク質レベルでの発現は確認されなかった(Uchida et al. 2011)。本解析から、私は、
ヒトにおいてはFATP1がGAT2の代わりに脳実質から毛細血管内皮細胞内へのGABAの取り込
みに関与している可能性があると考える。 





































排出実験のpulse periodではDHA-d5を10 μM処理するため、DHA-d5 10 μM処理が
hCMEC/D3細胞に対して細胞毒性を示すか調べるため、hCMEC/D3細胞をDHA-d5溶液を含む




実験のpulse periodではDHA-d5は10 μMを設定した。 





Figure 4-1 Effect of DHA-d5 treatment on cell toxicity of human cerebral microvascular 
endothelial cell line (hCMEC/D3) using MTT assay.  
Cells were preloaded with ice-cold extracellular fluid (ECF) buffer containing 10 μM DHA-d5 in ECF buffer containing fatty 
acid-free bovine serum albumin (BSA) (DHA-d5/ fatty acid-free BSA at 1 : 1 molar ratio) for 30 min at 4°C, and then EBM-2 
medium was removed, and used immediately for MTT assay. The Cell viability of hCMEC/D3 cells treated without DHA-d5 
(control, open column) or 10 μM DHA-d5 (closed column) are shown. The wavelength at 570 nm were measured and 
normalized by that of EBM-2 medium. Four cell preparations were used in each group. Cell viability was expressed as the 
cell viability (%), calculated by dividing the absorbance in each group by that in control group, and multiplying by 100. Each 
point represents the mean ± SEM (n=4, independent cells). Significantly difference was not observed in 0.1 μM, 1 μM and 






内残存量の時間依存性を評価した(Figure 4-2)。chase periodは0 min、1 min、3 min、5 min、
10 min及び15 minで行った。hCMEC/D3細胞中のDHA-d5の残存量は5 minまで急速に減少し、
そして次に15 minまで徐々 に減少した。0 minと比べて、5 min、10 min及び15 minで統計学的
に有意な差が認められた。hCMEC/D3細胞中のDHA-d5の細胞外buffer中への排出量は3 minま
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で直線的に急激に増加し、その後定常状態に達した。したがって、次以降の取り込み実験では
chase periodは、残存量の変化と排出量の変化が捉えやすい、排出時間5 min以下に設定した。 
 
 
Figure 4-2 Time-dependent efflux of docosahexaenoic acid (DHA)-d5 by human cerebral 
microvascular endothelial cell line (hCMEC/D3). 
Cells were preloaded with ice-cold extracellular fluid (ECF) buffer containing 10 μM DHA-D5 in ECF buffer containing fatty 
acid-free bovine serum albumin (BSA) (DHA-D5/ fatty acid-free BSA at 1 : 1 molar ratio) for 30 min at 4°C (pulse period), 
quickly rinsed twice with ice-cold ECF buffer, and incubated with ECF buffer without DHA-D5 at 37°C for 1 min, 3 min, 
5 min, 10 min or 15 min at 37°C (chase period). (A) The amounts of DHA-D5 in hCMEC/D3 cells were measured. Efflux 
was expressed as the remaining amount of DHA-D5 in cells (μL/mg protein), which was calculated by dividing the amount 
of DHA-D5 left in cells (mol) by the concentration of DHA-D5 in the preincubation buffer at the pulse period (mol/μL) and the 
protein amount of cells (mg protein). Each point represents the mean ± SEM (n=4, independent cells). (B) The amount of 
DHA-D5 in ECF buffer at the chase period was measured. Efflux was expressed as the efflux amount of DHA-D5 
(nmol/mg protein), calculated by dividing the amount of DHA-D5 in ECF buffer at the chase period (mol) by the protein 
amount of cells (mg protein). The efflux amount of DHA-D5 at 0 min was set as 0 nmol/mg protein. Each point represents 
the mean ± SEM (n=4, independent cells). **p < 0.01, ***p < 0.001, significantly different from the 0 min (Student’s t-test). 
 





hCMEC/D3細胞のwhole cell lysate画分において、FATP1とβ-actinのwestern blotを行った
(Figure 4-3)。その結果、FATP1とβ-actinがそれぞれの目的サイズ(71 kDa、42 kDa)にバンドが
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Figure. 4-3 Effect of FATP1-siRNA treatment on protein expression level by human 
cerebral microvascular endothelial cell line (hCMEC/D3). 
hCMEC/D3 cells were treated with 25 nM siRNA targeted to FATP1 (FATP1 siRNA) or 25 nM Stealth RNAiTM siRNA 
Negative Control Med GC Duplex (negative control siRNA) using Lipofectamine RNAiMAX for 6 h, then cultured for 42 h 
after replacement of the medium with fresh medium, and used for the experiments. (a) Western blot analysis of FATP1 and 
β-actin in whole-cell fraction from a single cell preparation. The protein expression levels of FATP1 and β-actin in 
hCMEC/D3 cells were determined by western blot analysis. All experiments were performed at least 3 times. (b) The 
protein level of FATP1 was measured by densitometry and normalized by that of β-actin. The relative band intensities of 
FATP1/β-actin in hCMEC/D3 cells treated with negative control siRNA (open column) or FATP1 siRNA (closed column) are 
shown. Each column represents the mean ± SEM (n=3, number of lanes in western blot analysis). Western blot analysis 
was performed at 3 times from the same samples. *p < 0.05, significantly different from the negative control siRNA group 
(Student’s t-test). 
 






FATP1の関与を明らかにすることにした (Figure 4-4)。chase periodは5 minで行った。
hCMEC/D3細胞におけるchase period 5 minのchase period 0 minに対するremaining amount of 
DHA-D5の変化率はFATP1 siRNAによって有意な変化は認められなかった(Figure 4-4A)。
FATP1-siRNA処理群でchase period 5 minのDHA-d5の排出はnegative control siRNA群と比べて
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Figure. 4-4 Effect of FATP1-siRNA treatment on efflux of docosahexaenoic acid (DHA)-d5 
by human cerebral microvascular endothelial cell line (hCMEC/D3). 
(A) Cells were preloaded with ice-cold extracellular fluid (ECF) buffer containing 10 μM DHA-D5 in ECF buffer containing 
fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) (DHA-D5/ fatty acid-free BSA at 1 : 1 molar ratio) for 30 min at 4°C (pulse 
period), quickly rinsed twice with ice-cold ECF buffer, and incubated with ECF buffer without DHA-D5 at 37°C for 5 min at 
37°C (chase period). Four cell preparations were used in each time points. The amounts of DHA-D5 in hCMEC/D3 cells 
were measured. Efflux was expressed as the remaining amount of DHA-D5 in cells (% of 0 min), calculated by dividing the 
remaining amount of DHA-D5 in cells (μL/mg protein) at 5 min of chase period by that at 0 min, and multiplying by 100. The 
remaining amount of DHA-D5 in cells (μL/mg protein) was calculated by dividing the amount of DHA-D5 left in cells (mol) by 
the concentration of DHA-D5 in the preincubation buffer at the pulse period (mol/μL) and the protein amount of cells (mg 
protein). Each point represents the mean ± SEM (n=4, independent cells). (B) The amount of DHA-D5 in ECF buffer at 
chase period was measured. Efflux was expressed as the efflux amount of DHA-D5 (nmol/mg protein), calculated by 
dividing the amount of DHA-D5 in ECF buffer at 5 min chase period (mol) by the protein amount of cells (mg protein). The 
efflux amount of DHA-D5 at 0 min was set as 0 nmol/mg protein. Each point represents the mean ± SEM (n=4, 






ホメオスタシスを損なうことが報告されており(Clifford et al. 2007)、このことから、FATP1を
介したDHAの経細胞輸送の有無に関わらず、Aβが脳毛細血管内皮細胞のintegrityを崩壊し、








42ペプチドと同等の神経毒性を示すことが報告されており(Pike et al. 1995)、Aβ25-35ペプチドは
基本的なアミロイド前駆体タンパク質プロセシングでは産生されないことから生体内には存在
しないが、重要な物理的および生物学的特性を保持しているため、完全長のAβのin vitroモデ






し、MTT assayを行った(Figure 4-5)。0.1 μM、1 μMまたは10 μMのAβ25-35ペプチドによる
前処理は、Aβ25-35ペプチドを前処理していないcontrol群と比較して細胞生存率は同等だった。




- 66 - 
 
 
Figure 4-5 Effect of Aβ25-35 peptide on cell toxicity of human cerebral microvascular 
endothelial cell line (hCMEC/D3) using MTT assay. 
Aβ25-35 solution was incubated in distilled water at 37°C for 7 days. hCMEC/D3 cells were pre-
incubated in EBM-2 medium without Aβ25-35 (control, open column) and incubated with 0.1 μM or 
1 μM or 10 μM (closed columns) Aβ25-35 solution for 24 h at 37°C, then EBM-2 medium was 
removed, and used immediately for MTT assay. The wavelength at 570 nm were measured and 
normalized by that of EBM-2 medium. Four cell preparations were used in each group. Cell 
viability was expressed as the cell viability (%), calculated by dividing the absorbance in each 
group by that in control group, and multiplying by 100. Each point represents the mean ± SEM 
(n=4, independent cells). Significantly difference was not observed in 0.1 μM, 1 μM and 10 μM 




10 μM Aβ25-35ペプチドを24 hr処理したhCMEC/D3細胞のwhole cell lysate画分とplasma 
membrane画分を用いてwestern blotを行った。 
whole cell lysate画分を用いて、FATP1とβ-actinのwestern blotを行った(Figure 4-6)。その結
果、FATP1とβ-actinがそれぞれの目的サイズ(71 kDa、42 kDa)にバンドが検出された(Figure 4-
6A)。FATP1のバンド強度はβ-actinで補正し、10 μM Aβ25-35ペプチド処理群のFATP1のバンド
- 67 - 
 
強度を100%としたところ、10 μM Aβ25-35ペプチド処理群のFATP1発現量をβ-actinで補正した
値は53.2%減少した(p<0.01) (Figure 4-6B)。 
 
 
Figure 4-6 Effect of Aβ25-35 treatment on protein expression levels of FATP1 in whole cell of 
human cerebral microvascular endothelial cell line (hCMEC/D3). 
Aβ25-35 solution was incubated in distilled water at 37°C for 7 days. hCMEC/D3 cells were treated with 10 μM Aβ25-35 solution 
for 24 h, then used for the experiments. (A) Western blot analysis of FATP1 and β-actin in whole-cell fraction from a single 
cell preparation. (B) The protein level of FATP1 in whole-cell fraction was measured by densitometry and normalized by that 
of β-actin. The relative band intensities of FATP1/β-actin in whole-cell fraction in hCMEC/D3 cells treated without (control, 
open column) and with 10 μM Aβ25-35 solution (Aβ25-35 peptide, closed column) are shown. Each point represents the mean 
± SEM (n=3, number of lanes in western blot analysis). Western blot analysis was performed at 3 times from the same 
samples. **p < 0.01, significantly different from the Aβ25-35 peptide group (Student’s t-test). 
 
plasma membrane画分を用いて、FATP1とNa+/K+ ATPaseのwestern blotを行った(Figure 4-
7)。その結果、FATP1とβ-actinがそれぞれの目的サイズ(71 kDa、112 kDa)にバンドが検出され
た(Figure 4-7A)。FATP1のバンド強度はNa+/K+ ATPaseで補正し、10 μM Aβ25-35処理群の
FATP1のバンド強度を100%としたところ、10 μM Aβ25-35処理群のFATP1発現量を
Na+/K+ ATPaseで補正した値は96.0%減少した(p<0.01) (Figure 4-7B)。 
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Figure 4-7 Effect of Aβ25-35 treatment on protein expression levels of FATP1 at plasma 
membrane in human cerebral microvascular endothelial cell line (hCMEC/D3). 
Aβ25-35 solution was incubated in distilled water at 37°C for 7 days. hCMEC/D3 cells were treated with 10 μM Aβ25-35 solution 
for 24 h, then used for the experiments. (A) western blot analysis of FATP1 and Na+/K+ ATPase in plasma membrane 
fraction from a single cell preparation. The protein expression levels of FATP1, β-actin and Na+/K+ ATPase in hCMEC/D3 
cells were determined by western blot analysis. Western blot analysis was performed at 3 times. (B) The protein level of 
FATP1 in plasma membrane fraction was measured by densitometry and normalized by that of Na+/K+ ATPase. The 
relative band intensities of FATP1/ Na+/K+ ATPase in plasma membrane fraction in hCMEC/D3 cells treated without 
(control, open column) or with 10 μM Aβ25-35 solution (Aβ25-35 peptide, closed column) are shown. Each point represents the 
mean ± SEM (n=3, number of lanes in western blot analysis). Western blot analysis was performed at 3 times from the 
same samples. **p < 0.01, significantly different from the Aβ25-35 peptide group (Student’s t-test). 
 





胞に0.1 μM、1 μM及び10 μM Aβ25-35ペプチドを含む培地もしくは含まない培地で24 hrプレ
インキュベーションし、培地を除いて排出実験に用いた。chase periodは5 minで行った。
0.1 μM、1 μM及び10 μM Aβ25-35ペプチドの前処置はchase period 0 minにおけるDHA-d5の
残存量を変化させず(Figure 4-8A)、hCMEC/D3細胞におけるchase period 5 minのchase 
period 0 minに対するremaining amount of DHA-D5の変化率はFATP1 siRNAによって有意な
変化は認められなかった(Figure 4-8B)。1 μM及び10 μM Aβ25-35ペプチド処理群でchase 
period 5 minのDHA-d5の排出はcontrol群と比べてそれぞれ61.1 %、68.3 %減少し、有意な
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Figure 4-8 Concentration-dependence of the effect of Aβ25-35 treatment on efflux of 
docosahexaenoic acid (DHA)-d5 in human cerebral microvascular endothelial cell line 
(hCMEC/D3). 
 Aβ25-35 solution was incubated in distilled water at 37°C for 7 days. hCMEC/D3 cells were pre-incubated in EBM-2 medium 
without Aβ25-35 (control, open column) and incubated with 0.1 μM or 1 μM or 10 μM (closed columns) Aβ25-35 solution for 24 h 
at 37°C, then rinsed with extracellular fluid (ECF) buffer at 37°C, and used immediately for efflux experiments. Cells were 
preloaded with ice-cold ECF buffer containing 10 μM DHA-D5 in ECF buffer containing fatty acid-free bovine serum 
albumin (BSA) (DHA-D5/ fatty acid-free BSA at 1 : 1 molar ratio) for 30 min at 4°C (pulse period), quickly rinsed twice with 
ice-cold ECF buffer, and incubated with ECF buffer without DHA-D5 at 37°C for 5 min at 37°C (chase period). Four cell 
preparations were used in each time points. (a) The amounts of DHA-D5 in hCMEC/D3 cells were measured. Influx at the 
pulse period was expressed as the remaining amount of DHA-D5 in cells (μL/mg protein) at 0 min of chase period, which 
was calculated by dividing the amount of DHA-D5 left in cells (mol) by the concentration of DHA-D5 in the preincubation 
buffer at the pulse period (mol/μL) and the protein amount of cells (mg protein). Each point represents the mean ± SEM 
(n=4, independent cells). Significantly difference was not observed in 0.1 μM, 1 μM and 10 μM Aβ25-35 groups compared to 
control group (p >0.05, Tukey’s post hoc test). (b) The amounts of DHA-D5 in hCMEC/D3 cells were measured. Efflux was 
expressed as the remaining amount of DHA-D5 in cells (% of 0 min), calculated by dividing the remaining amount of DHA-
D5 in cells (μL/mg protein) at 5 min chase period by that at 0 min, and multiplying by 100. The remaining amount of DHA-
D5 in cells (μL/mg protein) was calculated by dividing the amount of DHA-D5 left in cells (mol) by the concentration of DHA-
D5 in the preincubation buffer at the pulse period (mol/μL) and the protein amount of cells (mg protein). Each point 
represents the mean ± SEM (n=4, independent cells). Significantly difference was not observed in 0.1 μM, 1 μM and 10 μM 
Aβ25-35 groups compared to control group (p >0.05, Tukey’s post hoc test). (c) The amount of DHA-D5 in ECF buffer during 
the chase period was measured. Efflux was expressed as the efflux amount of DHA-D5 (nmol/mg protein), calculated by 
dividing the amount of DHA-D5 in ECF buffer at 5 min chase period (mol) by the protein amount of cells (mg protein). The 
efflux amount of DHA-D5 at 0 min was set as 0 nmol/mg protein. Each point represents the mean ± SEM (n=4, 
independent cells). *p < 0.05 and **p < 0.01, significantly different from the Control group (Tukey’s post hoc test).  
 




させるか評価するため、細胞膜非透過性物質であるFluorescein Isothiocyanate (FITC)-dextran 
(4000 Da)を用いて、hCMEC/D3細胞単層培養のluminal側からabluminal側への細胞間透過性
を評価した。その結果、Aβ25-35ペプチドの処理によって、FITC-dextran (4000 Da)のluminal側
からabluminal側の透過性は変化しなかった (Figure 4-9)。 
. 
 
Figure 4-9 The effect of Aβ25-35 treatment on Paracellular Permeability of FITC-dextran in a 
monolayer of human cerebral microvascular endothelial cell line (hCMEC/D3). 
Aβ25-35 solution was incubated in distilled water at 37°C for 7 days. hCMEC/D3 cells were pre-incubated in EBM-2 medium 
without Aβ25-35 (control, open column) and incubated with 10 μM Aβ25-35 solution (closed columns) for 24 h at 37°C, then 
rinsed with extracellular fluid (ECF) buffer at 37°C, and used immediately for paracellular permeability assay. Cells were ECF 
buffer were added in the lower chamber and ECF buffer containing 1 mg/mL FITC–dextran (4000 Da) solution (0.1 mL) 
was added in the upper chamber, and incubated at 37°C for 15, 30 and 60 min. Three cell preparations were used in each 
time points. The fluorescence of solution of bottom chambers were measured. The permeability of FITC-dextran in 
hCMEC/D3 cell monolayer was expressed as the FITC-dextran permeability coefficient (cm/min), which was calculated as 
described in “section 6-13”. Each point represents the mean ± SEM (n=3, independent cells). Significantly difference was 
not observed in Aβ25-35 group compared to control group (p >0.05, Student’s t-test). 
 







min、30 minおよび60 minで行った。1 μM及び10 μM HiLyte Fluor 488標識Aβ25-35ペプチドで取
り込み実験を行ったが、HiLyte Fluor 488標識Aβ25-35ペプチドの量は検出限界以下であり、Aβ25-
35ペプチドのCell/Medium ratioは算出できなかった。Cell/Medium ratioは、1 μMおよび10 μMの







luminal側からabluminal側へ輸送することが報告されており(Pan et al. 2018)、他にも、fatty 
acid transport protein 4 (FATP4)や fatty acid translocase (FAT)/CD36も脳毛細血管内皮細胞に発
















4 (GLUT4)は、Western blottingでWhole cell lysate画分のGLUT4の発現レベルは変化しない
が、細胞膜画分のGLUT4は増加する(Xu et al. 2015, Yamamoto et al. 2016)。しかし、
fractionationのwestern blottingは標的タンパク質の同定のために、細胞を分画後、ホモジナイ
ズが必要であるため、fractionationに基づく分析は単一細胞の分析をできず、全体の均質特性の
みを反映する(Wang et al. 2010)。そのような結果は、集団の不均一性に関する重要な情報を見
逃す可能性がある(Wang et al. 2010)。insulinはinsulin受容体を介してPI3K/Akt経路を活性化
する(Hemmings & Restuccia 2015)。insulinは骨格筋におけるFATP1の細胞膜への移行を促進
することがwestern blottingおよび蛍光免疫染色の解析により示唆されている(Wu et al. 2006)。
加えて、PI3K/Akt経路の一部でありserine/threonine protein kinaseであるAkt2は、FATP1の
細胞膜への移行を促進し、Akt2ノックアウトマウスでは、Akt2が抑制される(Jain et al. 
2015)。これらの報告に基づいて、FATP1の細胞膜への移行はPI3K/Akt経路を介して調節され
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ると考えられている。一方、Aβは脳内のAktシグナル伝達を阻害し(Hooshmandi et al. 















necrosis factor-α (TNF-α)の産生亢進とPhosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt pathwayの阻害す
る可能性があると考えた。脳ミクログリアにおけるAβの蓄積はTNF-αの産生を促進すると報
告されており(Heneka & O'Banion 2007)、TNF-αの産生を促進するリポ多糖は脳内FATP1の
mRNAレベルを低下させると報告されている(Memon et al. 1998)。さらに、FATP1は
PI3K/Akt pathwayによってplasma membraneに移行し(Khalifeh-Soltani et al. 2014)、そして
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ている(Chabowski et al. 2004)。FAT/CD36がDHAの細胞外への排出輸送を行うかは明らかに









リン脂質と結合する場合はカルボン酸と反応し(Chouinard-Watkins & Bazinet 2018, Lacombe et 
al. 2018)、第1章第2節で挙げたDHAの脳内代謝物NPD1に変換される場合は炭化水素鎖の










(Pike et al. 1995)。Aβ25-35ペプチドはDHA-D5の細胞外への排出輸送を抑制したが、細胞内濃










はそれぞれ、1.4 μM (608.2 ng/ g brain, molecular weight: 4329.8)、13.5 μM (6095.8 ng/ g brain, 


















み時間20 minまで0.36~0.67 μL/mg proteinである(Tachikawa et al. 2009)。Aβ25-35ペプチドの
Cell/Medium ratio (0.0157 μL/mg protein)は、Mannitolよりも低かった。この結果は、Aβ25-35ペ
プチドの取り込み量が非常に少ないことを示唆している。さらに、Aβ25-35ペプチドの







DHAの摂取によって血中のDHA量が増加することが報告されており(Arterburn et al. 
2006)、AD患者における血中濃度の高値と認知症の進行のリスク低下には正の相関が報告され




の症状は改善せず(Boston et al. 2004)、EPAはDHAと違って血中濃度の高値と認知症の進行の
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リスク低下には相関はないことが報告されている(Morris et al. 2003)。脳のEPA量はDHAより















脳内DHA量の低下はADの発症と関連している(Astarita et al. 2010, Corrigan et al. 1998, 
Guan et al. 1994, Prasad et al. 1998, Soderberg et al. 1991)。食事によるDHAの摂取は、AD患
者およびAD動物モデルにおいて認知機能を改善すると報告されており(Oksman et al. 2006)、
BBBでのDHAの輸送は、3×Tg ADマウス(Psen1-mutant、APPswe及びtauP301L 
transgenes)では減少する(Calon 2011)。これらの報告は、脳へのDHA供給の改善がADの認






り、低分子化合物であるSC79はAktのリン酸化を増強する(Jo et al. 2012)。また、心室内投与
されたSC79は、Aβを処置したADモデルマウスおよび5xFAD ADモデルマウスにおいて記











































Figure 5 Summarizing schematic of this study 





[3H]-oleic acid (oleic acid [9,10-3H(N)], 45.5 Ci/mmol) 
        PerkinElmer Inc., Massachusetts, USA 
[14C]-Inulin (10 μCi/vial) 
American Radiolabeled Chemicals Inc., Missouri, USA 
[14C]-docosahexaenoic acid (DHA [1-14C], 51.0 mCi/mmol)  
Moravek Biochemicals Inc., California, USA 
[3H]-biotin (biotin d-[8,9-3H], 60 Ci/mmol) 
American Radiolabeled Chemicals Inc., Missouri, USA 
[3H]-taurine (taurine [2,2-3H(N)]-, 31 Ci/mmol)  
PerkinElmer Inc., Massachusetts, USA 
 
HEK293細胞培養関連試薬 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with out sodium bicarbonate 
   Nissui Pharmacetical, Tokyo, Japan 
Hygromycin B                                                          invitrogen Carlsbad, CA, USA 
Fetal bovine serum (FBS)                                              Moregate, Bulimba, Australia 
Trypsin-ethylenediamide-N’, N’, N’, N’-tetraacetic acid (EDTA) 
Gibco BRL, Grand Islannd, NY, USA 




EBM-2 MV Bullet KitTM                                                  Takara bio inc, Shiga, Japan 
Endothelial Cell Basal Medium-2 (EBM-2)                                Lonza, Basel, Switzerland 
EGMTM-2MV singleQuaotsTM kit                                           Lonza, Basel, Switzerland 
Collagen type I                                                       BD bioscience, Lincoln Park, NJ 
Penicillin-Streptomycin                                                 invitrogen Carlsbad, CA, USA 
HEPES                                                             Sigma-Aldrich, St Louis, Mi, USA 
basic fibroblast growth factor (bFGF)                               Sigma-Aldrich, St Louis, Mi, USA 
0.25% Trypsin-EDTA                                                  invitrogen Carlsbad, CA, USA 
Hydrocortisone                                                         invitrogen Carlsbad, CA, USA 
Chemically Defined Lipid Concentrate                                invitrogen Carlsbad, CA, USA 
Fetal Bovine Serum "Gold"                      PAA The Cell Culture Company, Pasching, Austria 
セルバンカー                                           Nippon Zenyaku Kogyo, Fukushima, Japan 
 
取り込み実験、排出実験及び細胞間透過性実験関連試薬 
Oleic acid                                 Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 
Docosahexaenoic acid                                          Cayman Chemical, Michigan, USA 
Free fatty acid bovine serum albumin 
Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 
insulin, from Bovine Pancreas 
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    Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 
HEPES                                                               DOJINDO, Kumamoto, Japan 
Aβ-Protein fragment25-35 (Aβ25-35 peptide)                          Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, USA 
DHA-d5 (the purity of deuterated form (d1-d5) ≧99%), at the 21, 21, 22, 22 and 22 positions 
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA 
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)-dextran (4000 Da) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, USA 
Aβ25-35 HiLyteᵀM  Fluor 488                                         AnaSpec, Inc., Fremont, CA, USA 
 
タンパク質関連試薬 
DC-protein assay                                                            Bio-Rad, Hercules, USA 
Albumin from Bovine Serum (BSA) 
 Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 
Sodium ethylenediaminetetraacetic (EDTA-Na)  
Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan 
Trizma base                                                        Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, USA 
Sequencing Grade modified trypsin                                   Promega, Madison, WI, USA 
 
遺伝子関連試薬 
RNeasy Plus Mini Kit                                                   QIAGEN, Valencia, CA, USA 
Rever Tra Ace                                                                 Toyobo, Osaka, Japan 
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Prime STAR Max DNA Polymerase                                           Takara, Shiga, Japan 
dNTP mixuture (10mM)                                                        Takara, Shiga, Japan 
Oligo(dT)15 Primer                                                              Takara, Shiga, Japan 
 
抗体 
Mouse 由来monoclonal anti FATP1 antibody (Clone # 308420, MAB3304)  
R&D systems Inc., Minneapolis, MN, USA 
Rabbit由来polyckical anti FATP1 antibody                                  Abcam, Cambridge, UK 
Rabbit 由来polyclonal anti ACSVL5 antibody (M-100, sc-25541) 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., California, USA 
Mouse 由来monoclonal anti β-actin antibody (AC-74)  
Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, USA 
Rabbit由来anti-FATP1 antibody (ab81875)                                Abcam, Cambridge, UK 
Mouse由来anti-Na+ K+-ATPase antibody [464,6] (ab7671) 
             Abcam, Cambridge, UK 
 
HRP標識抗rabbit IgG抗体はCHEMICON Inc. (Temecula, CA, USA)とAbcam (Cambridge, 
UK)から、HRP標識抗mouse IgG抗体はCHEMICON Inc.とInvitrogen (Carlsbad, CA, USA)か
ら購入した。Alexa488およびAlexa568標識anti-mouse、rabbit及びguinea pig二次抗体は
Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, USA)から購入した。 
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Guinea pig 由来monoclonal anti GLUT1 antibody及びrabbit由来monoclonal anti GLUT1 




30% acyrlamide/Bis solution 29:1(3.3% C)                                 Bio-Rad, Hercules, USA 
プレシジョンPlusデュアルスタンダード                                 Bio-Rad, Hercules, USA 
ECL Prime Western Blotting Detection System             GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
Amercham HyperfilmTM MP High performance autoradiography film 
GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 
protease inhibitor cocktail                                          Sigma-Aldrich, St. Louis, Mi, USA 
Lane Marker Reducing Sample Buffer               Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA  
4-15% precast polyacrylamide gel                                     Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
Pierce BCA Protein Assay kit                         Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
4-15% precast polyacrylamide gel                                     Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
Tris/Glycine/SDS Buffer                                                 Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
プレシジョン Plus プロテイン™オールブルースタンダード 
Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
iBlot® Dry Blotting System                                            Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
iBlot® Gel Transfer Stacks, PVDF                                    Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline (TBST), pH 7.4               Nacalai Tesque, Kyoto, Japan 
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Blocking one                                                           Nacalai Tesque, Kyoto, Japan 
SuperSignal West femto Maximum Sensitivity Substrate 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
 
免疫染色試薬 
ヒストファイン SAB-PO®キット ブロッキング試薬Ⅱ10%ヤギ正常血清  
Nichirei, Tokyo, Japan 
VECTASHIELD Mounting Medium  
VECTOR LABORATORIES INC. Burlingame, CA, USA 




Thermo-electron Corporation (Sedanstrabe, Germany)から購入した。ペプチドの純度は
Thermo-electron Corporationにおいて、RP- high-performance liquid chromatography 
(HPLC)-UV (detection wavelength 215 nm)とMALDI-TOF-MSにより95 %以上であることを確
認している。 
 





を用いた(Aizawa S., Master thesis, 2010)。 
Open Biosystems Inc. (Palo Alto, CA, USA)から入手したヒトFATP1 cDNAを発現ベクター
pcDNA5/FRT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)にサブクローニングし、FATP1-pcDNA5/FRT構
築物の配列が、DNA配列決定により報告されているFATP1の配列(NCBI: NM_198580)と同一
であることを確認した。Lipofectamine試薬(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を標準プロトコール
に従って使用し、HEK細胞Flp-InTM-293(Invitrogen, Carlsbad, CA, US)に、構築したFATP1-
pcDNA5/FRT発現ベクターまたはからempty-pcDNA5/FRTベクターをトランスフェクトし
た。安定なcloneを、10%ウシ胎児血清および200 μg/mLのhygromycin Bを含むDulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM)で培養し、選択した。hCMEC/D3細胞はParis Descartes 














養した。培地には10% FBS, 200 μg/mL hygromycin Bを含むDMEMを用いた。培養容器とし
てTissue culture dish 100 × 20 mm Style Standard Dishes (Becton Dickinson, San Jose, CA, 
USA)を用いた。細胞を長期使用しないときはセルバンカーに3×106 cells/mLとなるように懸濁
し、クライオチューブ (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)に1 mLずつ分注して液体窒素
中で保存した。冷蔵保存した細胞は、立ち上げ時には3×106 cells/75 cm2の割合で培養し、3回
継代を行った後に実験に使用した。細胞の継代はsubconfluentに達したときに0.05% trypsin-
0.53 mM EDTAを用いて細胞を回収し、3~5倍希釈して新しい培養容器に播き直した。 
 
hCMEC/D3細胞の培養 
Human BBB in vitroモデル細胞としてcochin研究所にて樹立された不死化ヒト脳毛細血管内
皮細胞であるhCMEC/D3細胞を用いた。培地は5 % FBS、10 mM HEPES、1 ng/mL bFGF、
1.4 μM Hydrocortisone、5 μg/mL Ascorbic acid、1% Penicillin-Streptomycinを含むEBM-2培地
もしくは、EGMTM-2MV singleQuaotsTM kit (2.5% fetal bovine serum, 0.025% VEGF, 0.025% 
R3-IGF, 0.025% hEGF and 0.01% hydrocortisone)、5 μg/mL bFGF, 10 mM HEPES、1% 
penicillin−streptomycinを添加したEBM-2培地を用いた。培養は加湿された5% CO2/air下、
37゚ Cで行い、培養容器として細胞を播種する直前にCollagen type Iによって1 hrコラーゲン
コートした10 cm dish (Corning Incorporated, NY, USA)、collagen type I coated 10 cm dish 
(IWAKI, Tokyo, Japan)を用いた。細胞の継代は、confluentに達した時に0.25% trypsin-EDTAを
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用いて細胞を回収し、1.0~1.5×106 cells/dishになるように新しい容器に播き直すことで行っ





insulin from Bovine serum (Fujifilm Wako Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan)をEBM-2
培地し、50 nM又は5 μM insulin含有EBM-2培地を調製し、その溶液をhCMEC/D3細胞に添





め、Aβ25-35 peptide 1 mM溶液を37°Cで7日間インキュベートした。EBM-2培地
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で0.1 μM、1 μM又は10 μMに希釈し、その溶液をhCMEC/D3細胞に添加し、加
湿された5% CO2/air下、37°Cで24 hr培養し、実験に用いた。 
 






ーパーによってdishから剥がしとって回収し、遠心した(230 g, 5 min, 4゜C)。
遠心後、PBS溶液を取り除き、2 mLのsuspension buffer [10 mM Tris-HCl 
(pH7.4), 85.6 g/L sucrose]を加えて懸濁し、protease inhibitor cocktail (Sigma-
Aldrich) 20 μLを加えてwhole cell lysateとした。Whole cell lysateを窒素ガス細
胞粉砕器に移しnitrogen cavitation 法(450 psi, 15 min, 4゜C)によって細胞を破
砕した。この破砕組織懸濁液を遠心(10,000 g, 10 min, 4゜C)することでdebris
画分を取り除き、上清を回収した。回収した上清は超遠心(100,000 g, 40 min, 
4゜C)を行い、得られたpelletをcrude membrane画分とし、ice-cold suspension 
buffer (250 mM sucrose, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4)で懸濁した。この懸濁液を
38% sucrose buffer(10 mM Tris-HCl, pH 7.4)の上に重層して超遠心(100,000 g, 
40 min, 4゜C)し、中間層を回収した。これを再度超遠心(100,000 g, 40 min, 
4゜C)し、得られたpelletをplasma membrane画分とした。このplasma 
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membrane画分 はice-cold suspension bufferに懸濁した。DC protein assay kit 
(Bio-Rad) を用いて各サンプルのタンパク質濃度を測定した。検量線はbovine 
serum albumin (BSA)で作成し、吸光度の測定にはModel 680 microplate reader 
(Bio-Rad)を用いた。 
 
Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) bufferによるWhole cell lysate調製 
hCMEC/D3細胞を第2節で述べた方法で培養し、3継代後、confluentに達した細胞の培地を取
り除き、PBS溶液で2回洗浄した。RIPA buffer (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan)の標準プロトコー
ルに従ってWhole cell lysateを調製した。 
 
Cell Surface Protein Isolation Kitによるplasma membrane画分調製 
hCMEC/D3細胞を第2節で述べた方法で培養し、3継代後、confluentに達した細胞の培地を取
り除き、PBS溶液で2回洗浄した。Cell Surface Protein Isolation Kitの標準プロトコールに従って
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して2-mercaptoethanolを加えた2×sample buffer [10% 2-mercaptoethanol, 4% sodium dodecyl 
sulfate (SDS), 125 mM Tris-HCl (pH6.8) 10% Sucrose, 0.004% Bromophenol blue in water]を等
量加えた後、95゚ C で5 minインキュベーションした。インキュベーション後、直ちに氷冷
し、泳動サンプルとした。8% acryl amide gelに泳動サンプルを16 μg protein/laneの量をアプラ
イし、泳動バッファー[25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS in water]中でゲル1枚当たり
20 mAで1 hr電気泳動を行い、タンパク質をサイズ別に分画した。泳動後のゲルを転写バッフ
ァー [25 mM Tris. 192 mM glycine, 0.1% SDS in buffer]に5 min浸した後、PVDF膜に、PVDF膜
1 cm2当たり2 mAで30 min 転写した。PVDF膜をブロッキングバッファー[25 mM Tris-HCl, 
125 mM NaCl, 4% skim milk in 0.1% Tween 20 PBS溶液, pH8.0]に浸し、室温で1 hrインキュベ
ートすることでブロッキングを行った。1次抗体として抗FATP1抗体(1.0 μg/mL rabbit anti-
FATP1 antibody, MAB3304)及び抗β-actin抗体(0.5 μg/mL mouse anti-β-actin antibody, AC-74)を




chemiluminescence kit ECL plus (Pierce, Rockford, IL, USA)に5 min反応させ可視化し、
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RIPA buffer及びCell Surface Protein Isolation Kitによって調製された画分のWestern blot 
第3節で述べたRIPA bufferを用いて調製した、hCMEC/D3細胞のwhole cell lysate画分を
Pierce BCA Protein Assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。タンパク質濃度の検量線は
BSAで作成し、吸光度を測定した。5 minの1量のLane Marker Reducing Sample Bufferを加
えた後、95゚ Cで5 minインキュベーションした。直ちに氷冷し、泳動サンプルとした。Cell 
Surface Protein Isolationを用いて調整したhCMEC/D3細胞のplasma membrane画分を95゚
Cで5 minインキュベーションし、泳動サンプルとした。4-15% precast polyacrylamide gelに
泳動サンプルを12又は24 μg/lane(whole cell lysate画分)、15 μL/lane (plasma membrane画
分)をアプライし、Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-rad)中でゲル1枚当たり30 mAで30 min～1 hr
電気泳動を行い、タンパク質をサイズ別に分画した。分子量マーカーとして、プレシジョン
Plusプロテイン™オールブルースタンダードを5 μL/laneでアプライし、泳動を行った。泳動
後のゲルをiBlot® Dry Blotting System (Invitrogen)を用いて、iBlot® Gel Transfer Stacks, PVDF
に転写した。PVDF膜を0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline, pH 7.4 (TBST, Nacalai Tesque)
に浸し、室温で5 min洗浄した。洗浄は2回行った。PVDF膜、Blocking oneに浸し、室温で
40 min振盪し、ブロッキングを行った。TBSTで室温で5 min洗浄し、1次抗体として抗
FATP1抗体(1.0 μg/mL rabbit anti-FATP1 antibody, ab81875)、抗β-actin抗体(0.5 μg/mL mouse 
anti-β-actin antibody, AC-74)、抗Na+ K+-ATPase抗体(0.5 μg/mL mouse anti-Na+ K+-ATPase 
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はSuperSignal West femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific)に遮光、室





























分析システム, 日立ハイテク, Tokyom Japan)によって濃度決定した。ペプチド溶液はアミノ酸
分析法によって濃度を決定した後、もしくは決定する前の溶液を100-1000倍希釈し、約
0.1 μM (50%acetnitlile, 0.1% formic acid)に調製し、5 μL/minでMS/MSへinfusionして
SRM/MRM測定条件の最適化を行った。ESIによるイオン化は全てpositive modeとし、




FATP1安定発現系Plasma membrane画分、crude membrane画分及びwhole cell lysate 及
びhCMEC/D3 whole cell lysateサンプル100 μg proteinを等量以上のalkylation buffer (7 M 
Guanidine hydrochloride, 0.5 M Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM EDTA-Na) 210 μLに添加し全量
220 µLとした。タンパク質重量と等量のDTTを添加し、1分間窒素置換を行った後、室温で1 
hr攪拌した。タンパク重量の2.5倍量のiodoacetoamideを添加し、遮光下で1 hr攪拌した。
Cold methanol 600 µL、cold chloroform 150 µL、cold Milli-Q water 450 µLを添加後、遠心操作 
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(15,000 rpm, 4oC, 5 min)を行った。上清を除き、cold methanol 450 µLを添加後、遠心操作 
(15,000 rpm, 4oC, 5 min)を行った。上清を除きタンパク質試料を回収した。回収したタンパク
質試料を6 M urea in 0.1 M Tris-HCl (pH8.5)溶液に溶解し、最終濃度1.2 M ureaとなるように
0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)を添加し超音波洗浄器を用いて分散させた。最終濃度0.05%となるよう
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測定条件 
MS/MS mode: SRM/MRM mode 
HPLC: Agilent 1200 HPLC system (Agilent technologies, Santa Clara, USA) 
MS/MS: ESI-triple quadrupole mass spectrometer (API 5000; AB SCIEX, 
Foster City, USA) 
Column: ZORBAX SB-C18 5 μm, 150 x 0.5 mm (Agilent technologies, Santa Clara, USA) 
Mobile Phase: (A) 0.1% formic acid/Milli-Q (B) 0.1% formic acid/acetonitrile 
Flow rate: 50 μL/min 
Gradient: 1 % B (0-5 min), 1-60 % B (5-65 min), 100 % B (66-68 min), 100-1 % B (68-70 min), 
1 % B (70-130 min) 





1.7 cm2 BD Biocoat™ 4-well culture slides (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)に
5×104 cells/wellで播種し、加湿されたCO2/Airの下、37゚ C で培養した。播種3日後に培地
交換を行い、播種4日後に実験に用いた。以後の操作は1次抗体反応以外、室温で行った。
培養細胞の培地を取り除き、細胞を200 μL PBS溶液で3回洗浄し、固定液(4% 
paraformaldehyde (PFA)含有PBS溶液)を用いて室温で20 min固定した。200 μL 1% Triton X-
100含有PBS溶液で30 min permealizedした後、200 μL PBS溶液で3回洗浄し、200 μL 
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3% BSAを用いて室温で30 minブロッキングした。200 μL PBS溶液で1回洗浄後、0.1% 
BSA含有PBS溶液で希釈したmouse由来抗FATP1抗体(1.0 μg/ml mouse anti-FATP1 
antibody, MAB3304)を加え4 C゚で16 hrで反応させた。200 μL 0.1% Tween 20含有PBS溶
液で3回洗浄し、200 μL 0.1% BSA含有PBSで希釈した2次抗体(Goat anti rabbit IgG 
Alexa488, Molecular Probes, 1:200)を加え、遮光して1 hrインキュベートした。200 μL 0.1% 
Tween 20含有PBS溶液で3回洗浄し、1 μg/mL propidium iodide (PI) (Molecular Probes)に
30 minに浸し、遮光して核染色を行った。200 μL PBS溶液で3回洗浄し、vectashield 
mounting mediumを用いてマウントし、マニキュアを用いて封入した。蛍光の検出には共焦




ーゲンコートした1.7 cm2 BD Biocoat™ 4-well culture slides (Becton Dickinson, San Jose, CA, 
USA)に5×104 cells/wellで播種し、加湿されたCO2/Airの下、37 C゚で培養し、播種3日後に
培地交換を行い、6日後に実験に使用した。培養細胞の培地を取り除き、200 μL PBS溶液で3
回洗浄し、固定液(4% PFA含有PBS溶液)を用いて室温で20 min固定した。200 μL PBS溶液










認した後、5% (w/w) manitol水溶液2 mLで1回洗浄し、0.1% (v/v %)2種類の内標準物質
(ISC1 ,ISA1)を10 μM含むMethanol 1.3 mLを加え、細胞をセルスクレーパーによってdishか
ら剥がしとって回収し、2種類の内標準物質(ISC1 ,ISA1)を10 μM含むMethanol溶液で5.0 x 
106 cells/mLとなるように希釈し、分析するまで-80゚ Cで保存した。凍結したサンプルを
Human metabolome technologies (HMT社, Tsuruoka, Yamagata, Japan)に送付し、HMT社に
てliquid chromatography time-of-flight mass spectrometry (LC-TOFMS)とcapillary 
electrophoresis time-of-flight mass spectrometry (CE-TOFMS)解析を行った。 
LC-TOFMS測定用には遠心分離(5,000 g, 5 min, 4°C)を行い、上清を回収しした。上清を乾
固させ、0.1 mLの50% isopropanol水溶液に溶解した。その後、分析を行った。 
CE-TOFMS測定用には1 mLのクロロホルム及び0.4 mLの超純水を加え、遠心分離した
(2,300 g, 5 min, 4°C)。遠心分離後、Ultrafree MC UFC3 LCC, 5 kDa (Millipore, Billerica, MA, 
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LC-TOFMS測定条件 
LC-TOFMS: Agilent 1200 series RRLC system SL (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, 
USA) 
Column: ODS column (2 mm × 50 mm, particle size 2 μm) 
Column temp.: 40°C 
Flow rate: 0.3 mL/min 
Run time: 20 min 
Post time: 6 min 
Gradient: 0-0.5 min: A 99 %, B 1%, 0.5-13.5 min: A 99-0 %, B 1-100 %, 13.5-20 min: A 0 %, B 
100 % 
Mobile phase A: H2O / 0.1 % HCOOH 
Mobile phase B: 0.1% HCOOH, 2 mM HCOONH4 in isopropanol: acetonitrile: water (65:30:5, 
v/v/v) 
MS system: Agilent LC/MSD TOF (Agilent Technologies Inc.) 
Nebulizer pressure: 40 psi 
Dry gas flow: 10 μL/min 
Dry gas temp: 350°C 
Capillary voltage: 4000 V (ポジティブモード)、3500 V (ネガティブモード) 
 
CE-TOFMS測定条件(カチオンモード) 
CE-TOFMS: Agilent CE-TOFMS system (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) 
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Capillary: Fused silica capillary (50 μm i.d. × 80 cm total length) 
MS scan range: m/z 50-1,000 
Run buffer: Cation Buffer Solution  
Rinse buffer: Cation Buffer Solution  
Sample injection: Pressure injection 50 mbar, 10 sec 
CE voltage: Positive, 27 kV 
MS ionization: ESI negative 
MS capillary voltage: 4,000 V 
 
CE-TOFMS測定条件(アニオンモード) 
CE-TOFMS: Agilent CE-TOFMS system (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) 
Capillary: Fused silica capillary (50 μm i.d. × 80 cm total length) 
MS scan range: m/z 50-1,000 
Run buffer: Anion Buffer Solution 
Rinse buffer: Anion Buffer Solution 
Sample injection: Pressure injection 50 mbar, 25 sec 
CE voltage: Positive, 30 kV 
MS ionization: ESI negative 
MS capillary voltage: 3,500 V 
 
 




アMasterHandsによって処理される(Sugimoto et al. 2010)。HMT社のデータベース1020化合
物の内、signal-to-noiseのスレッシュホルドを超える化合物について、それらのピークアリア





2×105 cells/wellの割合でpoly-D-lysine coated 24-well plates (IWAKI, Tokyo, Japan)に播種し、2日
後、3日後に培地を交換し、4日後にsubconfluentに達していることを確認した後に実験に使用
した。hCMEC/D3細胞は、5.0 ×104 cells/wellの割合でCollagen I Cellware 24-well plate (Becton 
Dickinson, San Jose, CA, USA)もしくはcollagen type I coated 24 well plate (Thermo Fisher 




[14C]-DHAは、窒素ガスでEthanolを飛ばし、トレーサー溶液は、ECF buffer (122 mM NaCl, 
3 mM KCl, 0.4 mM K2HPO4, 25 mM NaHCO3, 1.2 mM MgSO4, 1.4 mM CaCl2, 10 mM D-
glucose, 10 mM HEPES, pH 7.4, 304 mOsm/kg) 1 mLで懸濁した後、32.5 ~ 80.0 nCi/mLのトレ
ーサー溶液とした。[3H]-oleic acid、[3H]-biotin及び[3H]-taurineは、必要量を分取して窒素ガスに
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よりethanol or water溶媒を飛ばし、ECF buffer 1 mLで再溶解した後、0.0685~1.065 μCi/mLの
トレーサー溶液とした。[14C]-inulin粉末はECF buffer 1 mLで溶解した後、0.182 μCi/mLとして
トレーサー溶液とした。DHA-d5はアセトニトリルで3 mM溶液を調製後、ECF bufferで希釈
し、10 μMのトレーサー溶液とした。Aβ25-35 HiLyteᵀM  Fluor 488はアセトニトリルで1 mMに調製
した後、ECF bufferで段階希釈し、10 μM及び1 μMのトレーサー溶液とした。使用時まで遮光
で保存した。[14C]-DHA、[3H]-Oleic acid及びDHA-d5の細胞表面への非特異的な吸着と24 well 
plateへの吸着を防ぐために[14C]-DHA、[3H]-Oleic acid及びDHA-d5を含むトレーサー溶液には




 37°Cのホットプレート上で24 well plateを固定した。培養細胞を37°C ECF buffer 
200 μL/wellで2回洗浄し、5 minプレインキュベーションした後、37°Cに加温した
200 μL/wellのトレーサー溶液を加えて37°Cで規定の時間インキュベートした。反応後トレー
サー溶液の一部を回収しLS-6500 (Beckman, Fullerton, CA)で放射活性を測定し、残りを除去し
た。直ちに氷冷した0.1% BSA (w/v)を含むECF buffer 400 μL/wellで4回し、反応を停止させ
た。wellに5 M NaOHを200 μL/wellを加えて室温で16 hrインキュベートした。翌日、5 N 
HClを 200 μL/wellを加えて中和した。300 μL/wellを回収してLS-6500で放射活性を測定し
た。中和液の残り15 μLを、DC protein assay kit (Bio-Rad)を用いてタンパク質濃度を測定し
た。タンパク質濃度の検量線はBSAで作成し、吸光度の測定にはViento XS (DS Pharma 
Biomedical Inc., Osaka, Japan)を用いた。取り込み時間0 secは、培養細胞を氷冷したECF 
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規定の濃度とした。それ以外の化合物(oleic acid、glutamine, cysteinesulfinic acid、2-





37°Cのホットプレート上で24 well plateを固定した。培養細胞を37°C ECF buffer 
200 μL/wellで2回洗浄し、10 min間インキュベートした。24 well plateを氷上に移し、
200 μL/wellのトレーサー溶液を加えて4°Cで20 minインキュベートした(pulse period)。トレ
ーサー溶液を除去後、氷冷したECF buffer 400 μL/wellで2回洗浄した。37°Cのホットプレー
トに移し、トレーサー溶液を含まない37°C ECF bufferを200 μL/wellで添加し、規定の時間イ
ンキュベートした(chase period)。反応後ECF bufferの一部を回収し、LS-6500 (Beckman, 
Fullerton, CA)で放射活性を測定し、残りを除去した。直ちに氷冷したECF buffer 400 μL/wellで
4回し、反応を停止させた。wellに5 M NaOHを200 μL/wellを加えて室温で16 hrインキュベ
ートした。翌日、5 N HClを 200 μL/wellを加えて中和し、15 μLを、DC protein assay kit (Bio-






37°Cのホットプレート上で24 well plateを固定した。培養細胞を37°C ECF buffer 
200 μL/wellで2回洗浄し、10 min間インキュベートした。24 well plateを氷上に移し、
200 μL/wellのトレーサー溶液を加えて4°Cで30 minインキュベートした(pulse period)。トレ
ーサー溶液を除去後、氷冷した0.1 % BSA (w/v)含有ECF buffer 400 μL/wellで2回洗浄した。
37°Cのホットプレートに移し、トレーサー溶液を含まない37°C ECF bufferを200 μL/wellで
添加し、規定の時間インキュベートした(chase period)。反応後、liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)を用いたDHA-d5濃度測定のために、ECF buffer 
100 μLを回収し、残りを全量除去した、直ちに氷冷した0.1% BSA (w/v)含有ECF buffer 
400 μL/wellで4回し、反応を停止させた。wellに1 μM phenytoin水溶液(Internal standard)を
200 μL/well加え、細胞をスクレープし、細胞懸濁液50 μL/wellを分取しDHA-d5濃度測定を行
った。残りの細胞懸濁液20 μLに20 μLの0.5 mol/L NaOH solutionを加えて室温で16 hrイン
キュベートした。翌日、0.5 mol/Lを20 μLを加えて中和し、60 μLの超純水を加えた後、一部








0.01、0.05、0.1、0.5、1、5、10 nmol/mLを調製し、標準溶液を調製した。ECF buffer 
100 μL、1 μM phenytoin水溶液(Internal standard) 100 μL、標準溶液10 µLを加え、検量線用サ
ンプルとした。ECF buffer 100 μLに1 μM phenytoin水溶液(Internal standard) 100 μL、アセト




200 μL(4倍量)のメタノールを加え、室温で10 min静置し標準溶液10 µLを加え、検量線用サ
ンプルとした。細胞懸濁液50 μLに200 μL(4倍量)のメタノールを加え、室温で10 min間静置




MS/MS mode: SRM/MRM mode 
HPLC: Shimadzu LC-10A HPLC system: (Shimadzu, Kyoto, Japan) 
MS/MS: AB Sciex QTrap ® 5500 hybrid linear ion-trap triple quadrupole mass 
spectrometerequipped with a Turbo Spray source (AB Sciex, Framingham, MA, USA)  
Column: C18 columns (Kinetex XB-C18, 2.1 mm i.d. × 50 mm, 2.6 μm particles; Phenomenex, 
Torrance, CA, USA,)  
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Mobile Phase: (A) 10 mM ammonium acetate/Milli-Q (B) acetonitrile 
Flow rate: 0.4 mL/min 
Gradient: 50-99 % B (0-3.5 min), 99 % B (3.5-4.5 min), 50 % B (4.51-6 min), Ionization: ESI 
positive ionization mode 
MRM transitions (m/z); 332.16/288.30(DHA-d5) and 251.1/102.00 (phenytoin) 
 
蛍光標識Aβ25-35の取り込み実験 
37°Cのホットプレート上で24 well plateを固定した。培養細胞を37°C ECF buffer 
200 μL/wellで2回洗浄し、10 min間プレインキュベーションした後、37°C 200 μL/wellの
1 μMもしくは10 μM Aβ25-35 HiLyteᵀM  Fluor 488溶液を加えて37°Cで規定の時間インキュベー
トした。Aβ25-35 HiLyteᵀM  Fluor 488溶液の5 μLを回収し、ECF buffer 195 μLを添加後、蛍光強
度をマイクロプレートリーダーViento XS (DS Pharma Biomedical Inc., Osaka, Japan)で測定し
(excitation wavelength, 485 nm; measurement wavelength, 538 nm)L、残りを除去した。直ちに
氷冷したECF buffer 1 mL/wellで4回し、反応を停止させた。ウェルに超純水を200 μL/well加
え、細胞をスクレープし、細胞懸濁液150 μL/wellを分取し、ECF buffer 50 μLを添加後、プレ
ートリーダーで吸光度を測定し(excitation wavelength, 485 nm; measurement wavelength, 
538 nm)した。残りの細胞懸濁液20 μLに20 μLの0.5 mol/L NaOH solutionを加えて室温で
16 hrインキュベートした。翌日、0.5 mol/Lを20 μLを加えて中和し、60 μLの超純水を加え
た後、一部を、Pierce BCA Protein Assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。タンパク質
濃度の検量線はBSAで作成し、吸光度を測定した。 
 




み実験中の溶液中の化合物濃度(mol/L)で除して算出されるCell to Medium ratio (μL/mg protein)
として評価した。[3H]-Oleic acidの取り込み量は、[3H]-Oleic acidのCell to Medium ratioから、
[14C]-inulinのCell to Medium ratioの値を引いて求めた。排出実験における化合物の残存量は、
細胞内の残存量(mol/mg protein)をpulse period時のインキュベーションバッファー中の化合物
濃度(mol/L)で除して算出されるremaining amount (μL/mg protein)、もしくはchase periodで規
定時間インキュベーションしたremaining amount (μL/mg protein)をchase period 0 minにおけ
るremaining amount (μL/mg protein)で除し、100を掛けて算出されるremaining amount in cells 
(% of 0 min)で評価した。排出量はchase periodで規定時間インキュベーションしたECF buffer




は、設計済みのStealth™ Selected RNAi (Invitrogen Carlsbad, CA, USA)を用いた。以下にその
配列を示す。 
 
FATP1-siRNA #1 (GC率= 52%) 
Sence: 5’- UACUUGAUGCAGUCGUCCCAGAAGC -3’ 
Anti-sence: 5’- GCUUCUGGGACGACUGCAUCAAGUA -3’ 
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ネガティブコントロールはSiRNA配列のGC含有率をもとに、GCの含有率が中程度(45-
55%)の配列用(Stealth™ RNAi Negative Control Medium GC Duplex #3)を用いた(配列は非公
開)。 
hCMEC/D3細胞を取り込み実験用に5×104 cells/wellの割合でcollagen-coated 24-well plate
に播種し、または、1×106 cells/dishの割合で10 cm dish (whole cell lysateのwestern blot用、
リアルタイムRT-PCR)に播種し、抗生物質を含まない培地で37゚ Cで18-24 hrインキュベー
トした。ヒトFATP1を標的としたStealth™ Selected RNAおよびStealth RNAiTM siRNA 
Negative Control Med GC Duplexの終濃度が25 nM、Lipofectamine™ RNAiMAXが2.0 μL/well 





第10節 リアルタイムReverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)解析 
本章第9節で述べた方法でsiRNA処理したhCMEC/D3細胞からRNeasy Plus Mini Kit 
(QIAGEN, Hilden, Germany)を用いて標準プロトコールに従ってTotal RNAを抽出した。調製
したTotal RNAサンプル1 µg分に対してoligo dT primer (Promega, Madison, WI, USA)を1 µg
を加え、12.5 µLの反応系を作成し、70 C゚で 10 minインキュベートした。インキュベート
後、4゚ Cで1分以上静置した。その後、反応液に2 µLの10 mM dNTP、0.5 µL (20 U)の
RNase inhibitor, 1 µL (100 U)の Rever Tra Aceを加え、42゚ Cで60 min逆転写を行った。最後
に99゚ Cで5 minインキュベートして逆転写反応を停止して、cDNA溶液を得た。また、
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Rever Tra Aceの代わりに RNase free water を加えたサンプルを調製し、非逆転写RT(-)サン
プルとした。 
RT 反応によって調製したcDNAを滅菌水で10倍希釈し、鋳型としてPCR反応液20 µL 
(10 x cDNA溶液10 µL, TaKaRa Ex Taq (5 units/mL; TaKaRa, Shiga, Japan) 0.1 µL, 10x Ex Taq 
Buffer (TaKaRa) 2 µL, dNTP mixture (TaKaRa) 1.6 µL, 10 µM sense primer 1 µL, 10 µM 
antisense primer 1 µL, 滅菌水4.3 µL)を作製しリアルタイムRT-PCRを行った。使用した
primerの配列及び反応条件以下に示す。FATP1の相対的なmRNA量は2-ΔΔct法で決定した




Sence primer: 5’- CCTGGACTGAGAAACTGGAAC -3’ 
Anti-sence primer: 5’- AGGAGACAGAGGCTGAAAAGC -3’ 
94゚ C, 2 min → 94゚ C, 30sec → 64゚ C, 30sec → 72゚ C, 1min → 72゚ C, 5 min 
               -------------------------40 cycles-------------------------- 
β-actin 
Sense primer: 5’- TTTGAGACCTTCAACACCCC -3’ 
Anti-sense primer: 5’- ATAGCTCTTCTCCAGGGAGG -3’ 
94゚ C, 2 min → 94゚ C, 30sec → 60゚ C, 30sec → 72゚ C, 1min → 72゚ C, 1 min 
          -------------------------40 cycles--------------------------- 
 




有PBS溶液(pH 7.4)を10 mL/minで5 min灌流し、血液を除いた。断頭後、脳組織を摘出し
た。摘出後、4% PFA含有PBS溶液(pH 7.4)に浸し、室温で15 min固定した。その後、2% 
Agarose含有PBS溶液によって脳組織を固定し、ミクロトームLeica VT 1000S (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Germany)を用い、50 μmの厚さで脳切片を作成し、PBS(pH 7.4)に浸
した。マウス脳組織切片を0.2% Triton X-100含有PBS溶液で室温で20 minインキュベートし
た。溶液を除去し、1.0 mL PBS溶液で3回洗浄した後、10%正常ヤギ血清を添加し、室温で
20 minインキュベートした。その後、0.1% Triton X-100含有PBS溶液で希釈した1次抗体溶
液[2.0 μg/ml rabbit anti-FATP1 antibody, sc-25541), 0.5 μg/ml guinea pig anti-GLUT1 antibody]で
4 C゚で16 hrでインキュベートした。翌日、1.0 mL PBS溶液で5回洗浄した後に、0.1% 
Triton X-100含有PBSで溶液希釈した2次抗体溶液[1:200 Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG 
(Molecular Probes) for anti-FATP1 antibodyもしくは1:200 Alexa Fluor 568 goat anti-guinea pig 
IgG (Molecular Probes) for anti-GLUT1 antibody]を添加して、遮光条件下、室温で1 hrインキュ
ベートした。PBS溶液で5回洗浄した後、切片をシランコートスライドガラス(DAKO, 
Carpinteria, CA, USA)に貼り、vectashield mounting mediumを用いてマウントしカバーガラ
ス、マニキュアを用いて封入した。蛍光の検出は共焦点レーザー顕微鏡(TCS SP, Leica 
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第12節 hMCEC/D3細胞のMTT assayによる細胞生存率 
hCMEC/D3細胞を1.0 ×104 cells/wellの割合でCollagen I Cellware 96-well plate (IWAKI, 
Tokyo, Japan)に播種し、3日後に培地を交換し、播種6日後にsubconfluentに達していること
を確認した後、実験に使用した。37°Cのホットプレート上で96-well plateを固定した。
hCMEC/D3細胞を37°C ECF buffer 200 μL/wellで2回洗浄し、10 minインキュベートした。
24 well plateを氷上に移し、200 μL/wellのトレーサー溶液を加えて4°Cで30 minインキュベ
ートしECF bufferを除去し、37°Cに加温した培地を100 μL/wellで添加し、し、MTT assay
を行った。又は、本章第9節で述べた方法で7日間インキュベートした10 μM Aβ25-35溶液を
37oCで24 hr処理し、培地を除去し、37°Cに加温した培地を100 μL/wellで添加し、MTT 
assayを行った。MTT labeling reagentを終濃度5 mg/mlとなるように10 μL/wellで各ウェルに
添加し、インキュベーションした(37 oC、4 hr、CO2)。solubilizing solution (10% SDS in 0,01M 




hCMEC/D3細胞を5.0x104 cells/well (0.33 cm2)の割合でCollagen I coated 6.5-mm Transwell 
with a 0.4-mm pore polycarbonate membrane insert (Corning, Tewksbury, MA, USA)のupper 
chmberに播種し、bottom chamberに500 μLの培地を添加した。3日後に培地を交換し、播
種6日後にsubconfluentに達していることを確認した後、本章第9節で述べた方法で7日間イ
ンキュベートした10 μM Aβ25-35溶液をbottom chamberに37oCで24 hr処理した。その後、培
地を除去し、実験に使用した。37°Cのホットプレート上でCollagen I coated 6.5-mm 
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Transwell with a 0.4-mm pore polycarbonate membrane insertを固定した。ECF bufferでupper 
chamberの両側を400 μL /wellで2回洗浄し、upper chamberをECF buffer 200 μL/wellで、
bottom chamberを600 μL/wellで5 min、37°Cでプレインキュベーションした後、ECF buffer
を除き、bottom chamberにECF bufferを500 μL/well、upper chamberに、ECF bufferで
1 mg/mLとなるように調製したFITC-dextran (4000 Da)溶液を37°Cに加温し、100 μL/wellで
添加し、規定の時間インキュベーションした。一定時間(15、30、60 min)インキュベート後、
bottom chamberから200 μLを回収し、なお、15,30 minインキュベーション終了後では、予
めECF bufferを添加していた別のwellにinsertを移し、インキュベーションを行った。FITC-
dextran標準溶液を用いての検量線を作成しbottom chamberから回収したECF bufferの蛍光
強度をマイクロプレートリーダーで測定し(excitation wavelength, 485 nm; measurement 
wavelength, 538 nm)、FITC量を定量した。 
 
データ解析 




線の傾き)し、以下の式をから、the permeability surface area product (PS)を算出した。 
1/PS = 1/me – 1/mf 
PSとs (insertのフィルターの面積; 0.33 cm2)から、以下の式でPe (cm/min)を算出した。 
Pe = PS/s 





群間に比較ではunpaired Student’s t-testを用い、3群以上の比較ではone-way analysis of 
variance (ANOVA)に引き続い、Tukey’s post hoc testを行った。P値0.05以下を統計学的有意
とみなした。 
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Table 3 Measurement condition of peptides in HPLC-API5000 and MicroLC-Qtrap5500 
Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP (V) CE (V) Q1 (m/z) Q3 (m/z) DP (V) CE (V)
ch.1 660.4 1093.6 101 29 665.4 1103.6 101 29
ch.2 660.4 227.2 101 29 665.4 227.2 101 29
ch.3 660.4 868.4 101 35 665.4 878.4 101 35
ch.4 660.4 769.4 101 37 665.4 779.4 101 37
Internal standard peptide
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